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RÉSUMÉ 
Les rétrovirus appartiennent à une famille de virus où les protéines virales sont 
codées par un transcrit sens pleine longueur suite à un épissage alternatif. 
Récemment, notre équipe a contribué à démontrer pour la première fois la présence 
d'une transcription antisens chez le rétrovirus HTLV-1 (Human T-cell Leukemia 
Virus). Ce transcrit antisens épissé a été caractérisé et semble être initié dans le LTR 
3' (Long Terminal Repeat), permettant ainsi la production d'une nouvel1e protéine 
virale, nommée HBZ (HTLV-l bZIP factor). Cette dernière est une protéine nucléaire 
et a été décrite comme étant capable de réguler négativement la transcription virale 
dépendante de Tax en dimérisant avec des facteurs de transcription cellulaires tels 
que CREB-2 et certains membres de la famille Jun. Aussi, nous avons découvert et 
caractérisé des transcrits antisens chez HTLV-2, HTLV-3, HTLV-4 et VIH-l (Virus 
d'Immunodéficience Humaine). Ce projet de maîtrise avait pour objectif de 
caractériser les nouvelles protéines APH-3 et APH-4 codées par les transcrits antisens 
de HTLV-3 et HTLV-4 respectivement. Il s'agissait donc d'étudier leur localisation 
ainsi que leurs fonctions dans la réplication rétrovirale. D'abord, une comparaison de 
séquence avec HBZ a permis d'identifier deux régions basiques ainsi qu'un motif 
« bZIP-like ». Des études de localisation cellulaire de ces protéines ont ensuite été 
réalisées par microscopie confocale. Ainsi, nous avons démontré que APH-3 et APH­
4 apparaîssent nucléaires, sous la forme de granules et, dans le cas d'APH-3 
partiellement cytoplasmique. Ces granules co-localisent en partie avec HBZ et la 
nucléoline. Par la suite, des mutants de délétion dépourvus des motifs BR2, BR1 et 
DBD ont permis de conclure que APH-3 et APH-4 contrairement à HBZ délété se 
rendent au noyau. Aussi, des études faisant appel au gène rapporteur luciférase 
précédé d'un promoteur de collagénase (site AP-l), ont démontré que ces deux 
protéines contrairement à HBZ, activent la transcription dépendante de tous les 
membres des facteurs de transcription de la famille Jun. De plus, les mutants de 
délétions ont démontré que le motif « leucine zipper» atypique de ces protéines est 
impliqué dans cette régulation. Toutefois, une étude utilisant ces mutants de délétions 
et un gène rapporteur contenant le LTR 5' de HTLV-1 ont suggéré que le motif 
« leucine zipper» atypique ne semble pas être impliqué dans l'inhibition de la trans­
activation par Tax. Finalement, ces travaux ont clairement mis en évidence que les 
transcrit antisens de HTLV-3 et HTLV-4 sont traduits tout comme chez d'autres 
rétrovirus. Ces protéines jouent d'importants rôles dans la réplication rétrovirale mais 
semblent avoir des fonctions différentes de celles de HBZ. Ces études ont permis 
d'approfondir la biologie moléculaire concernant la famille des rétrovirus et ainsi 
ouvrir de nouvelles perspectives dans ce domaine. 
MOTS CLÉS: APH, rétrovirus, HTLV, transcription antisens, HBZ, Jun, Tax 
INTRODUCTION 
Les rétrovirus humains sont des virus à ARN simple brin chez lesquels la 
production de la totalité des protéines dépend de l'expression d'un transcrit sens 
pleine longueur épissé alternativement. Cependant, il y a quelques années, la 
découverte d'une nouvelle protéine traduite à partir du brin d'ARN antisens (négatif) 
du virus HTLV-l, nommé HBZ (HTLV-I bZIP factor), a étonné plusieurs chercheurs. 
Compte tenu que le mécanisme d'oncogenèse de HTLV-1 est encore mal défini, 
l'identification d'une nouvelle protéine virale a donné espoir à une meilleure 
compréhension de la pathogénèse et du cycle réplicatif de ce rétrovirus. Grâce à son 
domaine «leucine zipper» situé en C-terrninal, HBZ a été décrit comme étant 
capable de réguler la transcription virale dépendante de Tax en dimérisant avec des 
facteurs de transcription cellulaires tels que CREB-2 et certains membres de la 
famille Jun. Lorsque HBZ se lie aux facteurs transcriptionnels, la protéine Tax se 
retrouve ainsi dans l'impossibilité d'interagir avec ceux-ci empêchant la liaison de 
Tax au TRE (Tax Responsive Elements) situé dans la région U3 du LTR (Gaudray et 
al., 2002). Tax est une protéine impliquée dans le cycle de réplication ainsi que dans 
l'oncogenèse induite par HTLV-l, ce qui laisse croire qu'HBZ pourrait jouer un rôle 
important dans la pathogénèse virale. Notre équipe et nos collaborateurs ont tout 
récemment mis en évidence une deuxième protéine virale codée par le brin antisens 
chez le rétrovirus HTLV-2. Cette protéine nommée APH-2 (Antisense Protein of 
HTLV-2) possède une localisation nucléaire et réprime la transactivation Tax 
dépendante tout comme HBZ malgré son domaine « bZIP-like». En 2005, les 
rétrovirus HTLV-3 et HTLV-4 ont été découverts chez des patients Camerounais. 
Considérant que les rétrovirus HTLV-l et HTLV-2 ont la capacité d'exprimer un 
transcrit antisens qui code pour de nouvelles protéines virales, notre équipe s'est donc 
mise à la recherche d'un transcrit antisens pouvant coder pour des protéines chez ces 
deux virus. Pour chacun de ces rétrovirus, l'expression d'un transcrit épissé et 
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polyadénylé codant pour les protéines APH-3 (Antisense Protein ofHTLV-3) et APH­
4 (Antisense Protein of HTLV-4) a été démontrée. Le cadre de lecture ouvert de ces 
nouvelles protéines se situe entre le gène env et les gènes tax/rex, similairement à 
HBZ. Des analyses préliminaires in silico démontrent que APH-3 et APH-4 semblent 
posséder un domaine « bZIP-like ». Cependant, ces protéines sont toujours capables 
d'inhiber la transcription virale dépendante de la protéine Tax, tout comme HBZ et 
APH-2 (Halin et al., 2009) (Larocque et al, résultats non publiés). L'objectif général 
de cette étude est de déterminer la fonction des protéines APH-3 et APH-4. Il fut en 
effet intéressant de caractériser les domaines fonctionnels de ces protéines afin 
d'identifier leurs partenaires d'interactions et ainsi les comparer avec ceux d'HBZ. 
Pour ce faire, des expériences de microscopie confocale ont été entreprises afin de 
faire des études de co-localisation. La technique utilisant le gène rapporteur luciférase 
a été aussi utilisée afin de vérifier le rôle de ces deux protéines dans la transcription 
dépendante de Tax ainsi que la transcription dépendante des facteurs transcriptionnels 
de la famille Jun. Enfin, des mutants de délétions ont été également générés afin de 
localiser les domaines importants dans l'activité de ces protéines. Ces études ainsi 
que leur poursuite visent en une meilleure compréhension de la réplication 
rétrovirale. 
Pour commencer ce mémoire, une revue de la littérature dans le domaine est 
présentée à la suite de cette introduction. Il s'en suit une section faisant état de mes 
résultats expérimentaux obtenus lors de ces deux ans sous forme d'un article 
scientifique soumis à la revue « Blood » ainsi que d'un « short communication» prêt 
à être soumis à la revue « Journal of Virology ». En annexe se trouvent des résultats 
supplémentaires qui ne font pas partie des articles en question. Enfin, une discussion 
générale englobant les articles et l'annexe conclura le tout en laissant place à des 
perspectives du projet, c'est-à-dire de futurs et pertinentes expériences. 
CHAPITRE l 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1.1 Les rétrovirus 
1.1.1 Classification taxonomique 
Le « International Committee on Taxonomy of Viruses » (ICTV) classifie les virus 
selon 4 critères majeurs dont le matériel génétique, la symétrie de la capside, la présence ou 
l'absence d'une enveloppe lipidique et enfin la taille du virion et de la capside (Flint et a1., 
2004). Les rétrovirus sont une famille de virus à ARN simple brin, de polarité positive ayant 
un génome diploïde (Flint et a1., 2004). De plus, ceux-ci ont une capside de fonne 
icosaédrique et sont entourés d'une enveloppe (Flint et al., 2004). Sept genres font partie de 
la famille des rétrovirus: les alpharétrovirus, les betarétrovirus, les gammarétrovirus, les 
deltarétrovirus, les epsilonrétrovirus, les lentirétrovirus et les spumarétrovirus (Burmeister, 
2001). Les virus PTLV (Primate T-cell Leukemia Virus), qui incluent les rétrovirus HTLV 
(Human T-cell Leukemia Virus) et STLV (Simian T-cell Leukemia Virus) en plus des virus 
BLV (Bovine Leukemia Virus) font tous partie du genre deltarétrovirus (Burmeister, 2001). 
Le ICTV modifie constamment la classification des virus au fur et à mesure que la science 
évolue et que certaines similitudes ou dissemblances sont mises en évidence. De façon 
intéressante, certains séparent plutôt la famille des rétrovirus en trois sous groupes selon non 
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seulement la phylogénie mais également en prenant en considération le type de pathologies 
associé à une infection; ces trois groupes incluent les oncovirus, les lentivirus et les 
spumavirus (Fleury, 2009). Les oncovirus comprennent les virus engendrant un cancer ou 
encore des leucémies, les lentivirus sont des virus dont la maladie s'aggrave avec le temps 
jusqu'à entrainer la mort et enfin les spumavirus eux ne sont associés à aucune pathologie 
(Fleury, 2009). Les PTLVs, qui entraînent des leucémies des cellules T ou des lymphomes, 
font donc partie des oncovirus. 
1.1.2 Structure génomique 
Il existe deux principales spécificités au mode de réplication des rétrovirus dont la 
première est la nécessité d'une enzyme découverte en 1970, appelée transcriptase inverse 
(aussi appelé la réverse transcriptase; RT), et codée par le gène pol. Cette découverte a 
réformé le dogme de la biologie moléculaire qui auparavant insistait sur le fait que 
l'expression du matériel génétique était unidirectionnelle (Flint et al., 2004). Lors de la 
transcription inverse, la RT synthétise un ADN double brin à partir de l' ARN viral pour 
ensuite être flanqué par deux LTR (Long terminal Repeat) identiques nécessaires à la 
transcription virale (Flint et al., 2004). La deuxième enzyme particulière à cette famille est 
l'intégrase (IN) également codée par le gène pol, permettant au virus de s'intégrer dans le 
génome de la cellule hôte ce qui, en conséquence, altère l'hérédité de la cellule infectée (Flint 
et al., 2004). Les rétrovirus se divisent en deux grandes catégories: simples et complexes. La 
structure génomique du premier groupe est caractérisée par la présence des gènes gag, pro, 
pol et env codant pour les protéines enzymatiques et structurales (Flint et al., 2004). D'un 
autre côté, les rétrovirus complexes possèdent en plus des gènes non structuraux codant pour 
des protéines dites régulatrices et accessoires, leur permettant d'exercer une régulation plus 
rigoureuse de leur transcription (Flint et al., 2004). Les virus HTLVs ainsi que le vœ (Virus 
d'Immunodéficience Humaine) sont tous des rétrovirus dits complexes. 
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1.1.3 Mode de réplication des rétrovirus 
Le cycle de réplication des rétrovirus débute par l'attachement des glycoprotéines de 
l'enveloppe du virus aux récepteurs cellulaires spécifiques (Figure 1.1) (Coffin et a1., 1997). 
Ceci permet de cibler des types cellulaires spécifiques et donne une spécificité aux rétrovirus 
en terme de tropisme. Les membranes cellulaire et virale peuvent ensuite fusionner, 
permettant la pénétration de la capside du virus dans la cellule hôte. Ensuite, dans le 
cytoplasme, il y a décapsidation et l'ARN viral est rétrotranscrit en ADN grâce à la 
transcriptase inverse. C'est spécifiquement lors de cette étape qu'il y a duplication des LTRs. 
L'ADN est ensuite transloqué vers le noyau et s'intègre dans l'ADN chromosomal à l'aide de 
l'enzyme intégrase seulement lors d'une division cellulaire (dans le cas de HTLV). Le 
provirus est alors transcrit tout comme les gènes cellulaires puisque celui-ci en fait 
maintenant partie. L'ARNm peut ensuite être traduit une fois dans le cytoplasme. Lors de la 
dernière étape du cycle réplicatif, le virion se forme grâce à l'assemblage de l' ARN 
génomique avec les protéines virales pour ensuite sortir de la cellule par bourgeonnement 
afin que la particule virale puisse infecter une nouvelle cellule hôte (Coffin et al., 1997). 
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Figure 1.1. Différentes étapes du cycle réplicatif rétroviral. Le virus s'attache aux 
récepteurs cellulaires via les glycoprotéines. Les membranes fusionnent permettant la 
pénétration de la capside dans la cellule. Ensuite, il y a décapsidation et transcription inverse 
de l' ARN. L'ADN est transloqué au noyau pour ensuite être intégré à l'ADN chromosomal 
grâce à l'intégrase. Après la transcription, l' ARNm transloqué dans le cytoplasme est traduit 
pennettant l'assemblage des protéines virales avec l'ARN génomique produisant un virion 
prêt à bourgeonner. Image modifiée et tirée de 
http://fr.wikipedia.org/wikilVirus de l'immunod%C3%A9ficience humaine 
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1.2. Les rétrovirus HTLV 
1.2.1 Origine 
Comme mentionné précédemment, le groupe des rétrovirus PTLVs inclut les virus 
HTLVs et STLVs, qui font partie du genre Deltarétrovirus. Selon les études phylogénétiques, 
STLV aurait été transmis à l'humain par des interactions inter-espèces, comme par exemple 
lors de la chasse (Slattery et aL, 1999). C'est en 1980 que le premier rétrovirus humain, 
HTLV-l, a été découvert chez un patient avec un diagnostic de « Cutaneous T-cel! 
Lymphoma» aussi appelé « Sezary T-cell Leukemia» (Poiesz et aL, 1980). L'année 
suivante, HTLV-2 a également pu être isolé d'un patient atteint de « Hairy T-cell Leukemia» 
(Kalyanaraman et aL, 1982). Ce n'est seulement qu'en 2005 que les rétrovirus HTLV-3 et 
HTLV-4 ont par la suite été découverts en Afrique chez des camerounais suite à une 
réactivité croisée avec les anticorps spécifiques à HTLV-1 et HTLV-2 (Calattini et aL, 2005; 
Wolfe et aL, 2005). Cependant, très peu d'informations sont jusqu'à ce jour disponibles sur 
ces nouveaux rétrovirus. 
1.2.2. Distribution géographique et pathogénécité 
Il a été estimé qu'entre 15 et 20 millions d'individus au niveau mondial sont infectés 
par HTLV-l, plus particulièrement au Japon, dans les Caraïbes, en Afrique centrale, au sud­
est de l'Asie, et en Amérique du Sud (Proietti et aL, 2005). Ce virus est le premier rétrovirus 
à avoir été relié au développement du cancer chez 1'humain. Même si dans la majorité des cas 
les gens sont asymptomatiques, environ 5% des personnes infectées sont atteintes de 
maladies graves et souvent mortelles telles que l'ATLL (Adult T Cel! Leulœmia/Lymphoma) 
oU HAM/TSP (HTLV-l Associated Myelopathy/ Tropical Spastic Paraparesis) après une 
période de latence de 20 à 40 ans (Murphy et aL, 1989). Présente surtout dans la population 
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au sud-ouest du Japon, 1'ATLL est caractérisée par une immortalisation des lymphocytes T 
CD4+ entraînant des leucémies ou des lymphomes (Burrneister, 2001). Des symptômes 
variés sont observés chez ces patients comme des lésions de la peau, de l'hypertrophie des 
ganglions lymphatiques, du foie et de la rate, etc ... et pour cette raison quatre sous-types 
cliniques d'ATLL ont été établis: aiguë, lymphome, chronique et «smoldering ». 
Dépendamment de la classification de l' ATLL, les personnes atteintes finissent par mourir 
entre 6 mois et 4 ans (Tamura, 1996). D'un autre côté, l'HAM/TSP est une 
neuromyélopathie(Iwasaki, 1990). La manifestation de cette maladie est caractérisée par une 
démyélinisation du système nerveux central, ainsi qu'une perte des axones, un «spastic 
paraparesis », un mauvais fonctionnement du sphincter et un dérangement au niveau sensoriel 
des extrémités (Nakagawa et al., 1996). La plupart des cas de cette maladie ont été répertoriés 
dans les Antilles et au Japon. De façon intéressante, la population des Antilles et les femmes 
semblent être plus à risque de développer cette maladie (Hisada et al., 2004; Kramer et al., 
1995). 
Un nombre moins important d'individus sont infectés par HTLV-2 (statistique non 
évaluée). Ce virus est endémique dans la population amérindienne mais représente une 
épidémie chez les IVDA (Intravenous Drug Abuser) à travers le monde, et est répandu chez 
les donneurs de sangs (Briggs et al., 1995; Cimarelli et al., 1995; Egan et al., 1999; Etzel et 
al., 2001; Fukushima et al., 1995; Khabbaz et al., 1991). De plus, une étude a démontré que 
HTLV-2 est plus répandu chez les individus atteints de Vlli-l que chez les individus sains 
(Egan et al., 1999). Ceci entraîne des difficultés à évaluer les pathologies associées à une 
infection par RTLV-2. Jusqu'à présent, la littérature laisse croire que ce virus n'entraîne pas 
une maladie spécifique. Par contre, certains cas ont été rapportés où les patients infectés 
étaient atteints de désordres neurologiques pouvant s'apparenter à l'RAM/TSP (Feuer and 
Green, 2005). De façon intéressante, RTLV-2 a été isolé chez 2 patients atteints de « hairy 
cellieukemia », d'un patient IVDA avec des symptômes du SIDA et d'un patient atteint de 
l'hémophilie A, ce qui laisse la porte ouverte à des maladies hématologiques tout comme une 
infection par HTLV-1 (Hahn et al., 1984; Kalyanaraman et al., 1982; Rosenblatt et al., 1986). 
Puisque RTLV-3 et RTLV-4 ont été découverts récemment avec seulement quelques 
cas (3 cas pour RTLV-3 et 1 cas pour RTLV-4), aucune corrélation avec le développement 
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d'une quelconque maladie n'a toujours pas été démontrée jusqu'à présent. Cependant, ceci ne 
signifie pas qu'aucune maladie n'est associée à une infection par ces deux nouveaux 
rétrovirus. Des analyses de séquences génomiques de type comparatif pourraient nous 
apporter beaucoup d'informations quant au niveau de la pathogénicité et de la transmissibilité 
de HTLV-3 et HTLV-4. De plus, dû au très faible échantillonnage d'individus «positifs» 
pour HTLV-3 et HTLV-4, au manque de matériel pour le criblage de ces infections, à 
l'échantillonnage biaisé (les individus dans les hôpitaux souffrant d'une quelconque maladie 
sont exclus) et enfin due à la longue période de latence avant le développement d'une 
maladie, il est trop tôt pour faire une telle affirmation. De façon intéressante, HTLV-3 
diverge beaucoup de HTLV-I et HTLV-2 partageant seulement 62% d'homologie (Switzer et 
al., 2006). Cette même étude mentionne également que HTLV-3 semble être un rétrovirus 
unique puisque son génome ne partage qu'environ 87 à 92% d'homologie avec son 
équivalent simien, STLV-3 (Switzer et al., 2006). HTLV-4 est le seul à ne pas aVOIr 
d'homologue simien, ce qui entraîne un questionnement sur son apparition et son évolution. 
Des études cliniques sont donc requises afin d'évaluer la pathogénicité de HTLV-3 et HTLV­
4. 
1.2.3 Transmissibilité des HTLV 
La transmission des HTLVs se fait de façon horizontale par le transfert des 
lymphocytes infectés entre les partenaires. Ce transfert a lieu lors de rapports sexuels entre 
les gens, d'exposition à du sang contaminé (transfusion sanguine, NDA) (Gallo, 2005). La 
transmission peut également se faire de façon verticale, c'est-à-dire de la mère à l'enfant 
durant l'allaitement maternel (Gallo, 2005). 
1.2.4 Mécanisme d'infection par HTLV 
Très peu de particules virales infectieuses sont produites lors d'une infection par 
HTLV-I contrairement au Vlli. Cette observation concorde avec le fait que les cellules T 
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CD4+ nécessitent un contact cellule-cellule afin de répandre l'infection par ce rétrovirus. En 
fait, une étude a démontré que la méthode par prolifération clonale (transmission cellule­
cellule) est 100 fois plus efficace que par infection avec des particules virales (Delamarre et 
al., 1997). Le mécanisme d'infection débute par l'interaction entre deux lymphocytes grâce 
à la glycoprotéine de surface (gp46). Le premier récepteur découvert interagissant avec la 
gp46 est GLUT-I(Coskun and Sutton, 2005; Manel et al., 2003). Par la suite, à l'aide de 
lymphocytes T CD4+ primaires, une équipe a mis en évidence que le récepteur « heparan 
sulfate proteoglycans» (HSPGs) était le plus important chez HTLV-1 alors que GLUT-I 
était le récepteur primaire pour HTLV-2 qui infecte majoritairement les cellules T CD8+ 
(Jones et al., 2006). Enfin, l'interaction de la protéine de l'enveloppe avec divers récepteurs 
modifie le tropisme du virus (Jones et al., 2006). La liaison entre la glycoprotéine de surface 
et son récepteur (facteur déterminant de l'infectivité) peut entraîner la formation d'un 
syncytium (Delamarre et al., 1997). Lors de l'interaction, la protéine Gag (p 19 et p15) forme 
un amas à la « synapse virologique» (jonction cellule-cellule) dans la cellule infectée via un 
processus médié par la polarisation du centre d'organisation des microtubules (MTOC) vers 
cette synapse (Igakura et al., 2003). Le mécanisme par lequel les microtubules sont polarisés 
n'est pas dû à la reconnaissance d'antigènes HTLV-1 spécifiques, mais plutôt par deux 
signaux; un signal vient de la cellule infectée et l'autre signal est engendré par le contact 
entre les deux cellules. En fait, il a été démontré que la protéine virale Tax est non seulement 
nucléaire mais elle est aussi présente à proximité du MTOC associé au cis-Golgi et dans la 
synapse (Nejmeddine et al., 2005). Ainsi, cette étude a mis en évidence que Tax seul est 
capable de polariser le MTOC (Nejmeddine et al., 2005). En parallèle, le groupe de Bangham 
a aussi démontré que les molécules de surface de cellules T ICAM-I et LFA-I pouvaient 
également induire une polarisation du MTOC dans les cellules infectées par HTLV-1 et que 
ces molécules agiraient en synergie avec la protéine Tax (Barnard et al., 2005; Nejmeddine et 
a1., 2005). Ensuite, après une période de contact de deux heures entre les deux cellules, la 
protéine Gag ainsi que l'ARN de HTLV-1 sont transportés à partir de la cellule infectée vers 
la cellule saine (lymphocytes T CD4+ ou CD8+) à travers la synapse virologique, infectant 
une nouvelle cellule (Igakura et a1., 2003). 
Il 
1.2.5 La structure des rétrovirus HTLVs 
Les virions HTLV ont une taille d'environ 100 nm de diamètre (figure 1.2). Ces 
particules virales contiennent tout d'abord deux brins d' ARN positifs monocaténaires. Ces 
deux brins sont associés à des protéines telles que la transcriptase inverse (p62/p32) ainsi que 
la nucléocapside CP 15). Un manteau nommé capside (p24) entoure le tout, offrant une 
certaine protection du matériel génétique contenu à l'intérieur. La capside est elle aussi 
entourée d'une matrice CP 19). Ensuite, une enveloppe formée d'une bicouche lipidique 
obtenue à partir de l'enveloppe cellulaire lors du bourgeonnement entoure la matrice et 
présente à sa surface deux types de protéines; les glycoprotéines transmembranaires (gp21) et 
de surface (gp46). 
Figure 1.2: Structure du rétrovirus HTLV-1. Le vIrIon contient deux brins d'ARN 
positifs monocaténaires associés à la transcriptase inverse et la nucléocapside entourés par 
une capside. La capside est entourée d'une matrice et ensuite d'une enveloppe de bicouche 
lipidique présentant les glycoprotéines transmembranaires et de surface. Image tirée et 
modifiée de: http://fr.wikipedia.org/wikiNirus de l'immunod%C3%A9ficience humaine. 
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1.2.6 Organisation génomique 
Le génome ARN des rétrovirus RTLVs est consti tué d'environ 9 kb. Comme chez les 
autres rétrovirus, il compte les gènes gag, pro, pol et env (Coffin et al., 1997). Le gène gag 
code pour les protéines de structure interne telles que la capside, la nucléocapside et la 
matrice. Le gène pro code pour la protéase. Le gène pol code pour la transcriptase inverse et 
l'intégrase alors que le gène env code pour les glycoprotéines de surface et transmembranaire. 
Puisque ces rétrovirus font partie de la famille des rétrovirus complexes, il y a également une 
région appelée pX située en amont du LTR 3'. Cette région code pour les protéines 
régulatrices Tax et Rex, et les protéines accessoires p27 et p 12 (ORF 1) et p30 et p13 (ORF 
Il) (Bindhu et al., 2004). Les protéines Tax et Rex jouent des rôles importants puisqu'elles 
régulent l'expression virale, Tax en étant un trans-activateur de la transcription et Rex en 
contrôlant le transport des ARNm (Younis and Green, 200S). Les génomes sont également 
bordés par deux régions non traduites appelées LTR (Long Terminal Repeat) identiques au 
niveau de leur séquence mais non au niveau de leur fonction. Les LTRs sont divisés en trois 
segments nommés U3, R et US: le LTR S' joue le rôle de promoteur viral et le LTR 3' est 
impliqué dans la terminaison de la transcription et la polyadénylation des transcrits. La région 
U3 contient les séquences activatrices comme les TRE et la région R contient le signal de 
polyadénylation (Coffin et al., 1997). 
1.2.6.1 La protéine régulatrice Tax 
Comme mentionné précédemment, les rétrovirus RTLVs codent pour des protéines 
accessoires impliquées dans la pathogenèse permettant une régulation de la réplication plus 
rigoureuse. Une des protéines régulatrices la plus étudiée chez ces virus est une protéine 
majoritairement nucléaire et codée par la région pX du génome: Tax. Cette protéine de 
4ûkDa, régule l'expression de plusieurs protéines cellulaires et virales via des éléments 
« enhancers », jouant un rôle primordial dans la transformation cellulaire et étant reconnue 
comme une onco-protéine virale dû à son activité transactivatrice. 
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Tax interagit avec plusieurs facteurs de transcription de la famille ATF/CREB 
(Activating Transcription FactorlcAMP Response Element Binding-protein). Dans la région 
U3 du LTR, Tax se lie indirectement à une région nommée TRE (Tax Response Element) 
caractérisée par 3 répétitions de 21bp contenant un élément CRE (Cyc!ic AMP Response 
Element) (Kashanchi and Brady, 2005). L'interaction de Tax aux TRE se fait via le facteur de 
transcription CREB qui se lie aux séquences CRE. Tax peut par la suite recruter le co­
activateur CBP/p300 (CREB-binding Protein) et accomplir son rôle de transactivateur de la 
transcription virale. Une autre voie par laquelle Tax active la transcription est la voie de NF­
KB (Kashanchi and Brady, 2005). Cependant, cette transactivation est une conséquence 
indirecte de la liaison de Tax à certaines cibles régulant l'activité de NF-KB comme IKB 
(lnhibitor ofFactor NF-K!3) permettant ainsi à NF-KB de se lier à l'élément KB pour activer 
la transcription (Chu et al., 1999; Harhaj and Sun, 1999; Moriuchi et al., 1999; Suzuki et al., 
1993; Watanabe et al., 1993; Yin et al., 1998). De plus, Tax active indirectement la 
transcription dépendante des sites AP-l en augmentant la transcription des gènes c-Jun, 
JunD, c-Fos et Fra-l formant le complexe AP-l (Activator Protein-l), permettant à ceux-ci 
de se lier au site de liaison AP-l (Fuj ii et al., 1991; Iwai et al., 2001; Tsuchiya et al., 1993). 
Il a aussi été démontré que Tax rend le génome instable en modifiant la régulation 
des gènes impliqués dans le cycle cellulaire et conséquemment modifie les réponses de la 
cellule hôte aux dommages à l'ADN ce qui peut entraîner la transformation cellulaire 
(Chandhasin et al., 2008). De plus, Tax empêche l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose en 
inactivant p53, inhibant ainsi l'élimination des cellules mutées (Azran et al., 2004). 
1.2.6.2 Tax et la pathogénicité 
Même si HTLV-1 et HTLV-2 sont tous les deux capables d'immortaliser et 
transformer les lymphocytes T, ces deux rétrovirus diffèrent dans la manifestation de la 
maladie; HTLV-1 est associé à des leucémies des cellules T alors que chez HTLV-2, 
quelques cas où les patients ont développé certaines maladies neurodégénératrices ont été 
rapportés (Araujo and Hall, 2004). De façon intéressante, Bartman et al. (2008) ont 
récemment démontré qu'une hyperprolifération lymphocitaire à long terme est associée à une 
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infection par HTLV-2 (Bartman et al., 2008). Plusieurs recherches se concentrent afin de 
détenniner ce qui diffère chez ces deux rétrovirus. D'autres recherches se consacrent à 
élucider les différences entre les protéines Tax 1 et Tax 2 afin d'expliquer les différents 
symptômes reliés à ces virus. Les protéines Tax 1 et Tax 2 ont environ 78% d'homologie (ce 
pourcentage peux varier dépendamment du sous-type de HTLV-2) et sont impliquées dans la 
régulation de la transcription ainsi que dans le cycle cellulaire (Figure 1.3) (Banerjee et al., 
2007; Sieburg et al., 2004). Cependant, il a été démontré que Tax 1 possède un plus 
important potentiel transfonnant que Tax 2. En effet, Tax 1 peut transfonner les cellules 
CTLL-2 interleukine-2 dépendante à interleukine-2 indépendante (Tsubata et al., 2005). Cette 
différence est attribuée au domaine PDM (PDZ domain binding motif) que possède Tax 1, 
alors que Tax 2 ne le possède pas (Tsubata et al., 2005). Ce domaine a été caractérisé comme 
étant nécessaire pour la transfonnation des cellules et permet à Tax 1 d'interagir et 
d'inactiver d'autres protéines possédant un domaine PDM comme certaines protéines 
suppressives de tumeur telles que Dlgl et Scribble (Okajima et al., 2008; Suzuki et al., 1999; 
Tsubata et al., 2005). 
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Figure 1.3. Comparaison des domaines structuraux et fonctionnels de Tax 1 et Tax 2A. 
Tax 1 et Tax 2 ont plusieurs domaines homologues tels que le domaine d'activation et le 
doigt de zinc à l'extrémité N-tenninale. Un domaine d'activation se retrouve également en C­
tenninal pour ces deux protéines. Cependant, nous pouvons voir à l'extrémité 3' de Tax 1 un 
domaine de liaison PDZ qui n'est pas présent chez Tax 2. Image tiré de (Feuer and Green, 
2005) 
De façon intéressante, ce domaine PDM est également présent chez d'autres 
protéines pouvant transfonner les cellules comme par exemple la protéine E6 du virus HPV 
type 16 et E40RFI de l'adénovirus type 9 (Aoyagi et al., 2010). Dans cette étude, une 
protéine Tax 1 chimère a été produite en substituant le domaine PDM de Tax1 avec soit le 
PDM de E6 du virus HPV type 16 ou soit celui de E40RFI de J'adénovirus type 9. Les 
résultats ont démontré que Tax 1 chimère pouvait toujours transfonner les lymphocytes T 
suggérant donc que ce domaine joue un rôle très important dans la transfonnation et donc 
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dans l'oncogenèse spécifique aux sous-types de RTLV (Aoyagi et al., 2010). Cependant, le 
mécanisme précis par lequel Tax transfonne initialement les cellules est toujours mal 
compris. Suite à la découverte des nouveaux virus RTLV-3 et RTLV-4, il serait pertinent de 
ce poser la question à savoir si ceux-ci possèdent également un domaine PDM comme Tax 1. 
Cependant, peu d'études se sont concentrées sur cet aspect; seulement deux publications 
portent sur la protéine Tax 3 (Calattini et al., 2006; Switzer et al., 2006) . 
De façon intéressante, une des plus grandes homologies observée entre RTLV-3 et 
les autres PTLVs est dans la séquence en acides aminés du gène tax (Switzer et al., 2006). De 
plus, un alignement de séquences a démontré que les régions fonctionnelles sont préservées 
chez Tax 3 (Calattini et al., 2006; Switzer et al., 2006). Comme mentionné précédemment, il 
est spéculé que les différences pathologiques associées à RTLV-1 et RTLV-2 sont dues à la 
présence du motif de liaison PDM ayant comme séquence (S/T)XV-COOR. Cette séquence 
est en effet retrouvée dans la région C-terminale de Tax 3 laissant donc croire que RTLV-3 
pourrait être associé à une transfonnation cellulaire des lymphocytes T tout comme RTLV-l 
(Calattini et al., 2006; Switzer et al., 2006). Aucune étude n'a encore été réalisée sur Tax 4 
afin de vérifier si celle-ci contient ce même domaine. 
Tout récemment, une autre région s'est avérée impOliante pour la transfonnation par 
Tax 1. Celle-ci est localisée entre les acides aminé 225-232 (Shoji et al., 2009). De plus, cette 
région est hautement conservée à travers les PTLVs-l (Shoji et al., 2009). Tax 3 contient le 
PDM mais non la région conservée des acides aminés 225 à 232 alors que Tax 2 ne contient 
aucun des deux (Shoji et al., 2009). Ceci suggère que le motif PDM en combinaison avec la 
région conservée 225-232 jouent un rôle important dans l'activité transformante élevée. Ceci 
pourrait expliquer les différences en terme de pathogénicité entre RTLV-1, RTLV-2 et 
RTLV-3 (Shoji et al., 2009) (RTLV-4 n'a pas encore fait partie de ces études). 
De façon intéressante, Tax est rapidement exprimée suite à une infection par RTLV 
et entraîne une augmentation de la transcription virale dû à son potentiel transactivateur. Par 
contre, dans les cellules ATLL, l'expression de Tax est fortement réprimée (Miyazaki et al., 
2007). Il a été démontré que dans les cellules ATLL, le LTR 5' est souvent éliminé ou encore 
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hyperméthylé, entraînant une inhibition de l'expression de Tax (Matsuoka and Jeang, 2007; 
Miyazaki et aL, 2007). De plus, il a aussi été démontré que la séquence codante de Tax subit 
plusieurs mutations pouvant provoquer une perte de l'activité de celle-ci dans les cellules 
ATLL. Le mécanisme de pathogenèse menant à l' ATLL reste donc toujours mal compris. 
1.3 La transcription antisens 
1.3.1 Transcription antisens chez les procaryotes et les eucaryotes 
Il a été démontré que l'expression génique pouvait être régulée au niveau de l'ARN 
par un phénomène appelé la transcription antisens. Les transcrits antisens naturels (NAT) ont 
d'abord été mis en évidence chez les bactéries et les phages. Le premier article porte sur le 
gène lacZ de E.coli avec une étude in vivo. Cette étude a démontré que lorsqu'un ARN 
complémentaire au gène LacZ codant pour la 13-Galactosidase chez E.coli s'hybridait à 
l'ARN messager, la traduction de cette protéine était inhibée (Pestka et aL, 1984; Rubenstein 
et aL, 1984). En parallèle, trois autres groupes ont indépendanunent démontré le phénomène 
de la transcription antisens cette même année (Izant and Weintraub, 1984; Mizuno et aL, 
1984; Rubenstein et aL, 1984); une des recherches pOltait sur le gène codant pour une des 
protéines majeures de la membrane externe, OmpF chez E.coli (Mizuno et aL, 1984). Il 
s'agit dans ce cas ci d'un trans-NAT; l'ARN complémentaire à l'ARNm de OmpF est situé 
dans une région en amont du promoteur du gène ompC et contient 70% d'homologie avec 
une partie de la séquence du gène ompF (Mizuno et al., 1984). Cette homologie s'est 
démontré suffisante afin d'inhiber l'expression de OmpF. La transcription antisens a aussi été 
démontrée chez le phage le (Hoopes and McClure, 1985). Une équipe avait préalablement 
observé qu'il y avait une inhibition de l'expression des gènes tardifs CIl-dépendants due à 
une baisse de la protéine Q, un antiterminateur de transcription (Court et aL, 1975). Cette 
inhibition était en effet le résultat de la diminution de l'expression de la protéine Q due a un 
trans-NAT retrouvé dans le promoteur PE nommé PaQ (Hoopes and McClure, 1985). 
Ainsi, la transcription antisens chez les procaryotes joue donc divers rôles importants 
au niveau biologique tels que dans la régulation de l'expression des gènes, la réplication de 
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plasmide, la transposition et le contrôle partiel du développement d'un bactériophage 
(Vanhee-Brossollet and Vaquero, 1998). Ce phénomène a non seulement permis aux 
biologistes moléculaires d'acquérir cette nouvelle information mais a permis à ces derniers de 
pouvoir aujourd'hui utiliser les transcrits antisens comme un outil afin d'étudier le rôle de 
protéines spécifiques. 
Plusieurs NAT ont par la suite été mis en évidence chez les organismes eucaryotes 
comme par exemple C. elegans (Lee et al., 1993), Dictyostelium discoideum (Hildebrandt 
and Nellen, 1992), bombyx du mûrier (Skeiky and Iatrou, 1990), drosophile (Lankenau et al., 
1994), les amphibiens (Kimelman and Kirschner, 1989), le poulet (Farrell and Lukens, 1995), 
et même jusqu'à certains mammifères comme le rat, la souris et même chez l'être humain 
(Bedford et al., 1995; Miyajima et al., 1989; Murphy and Knee, 1994). Certains virus ont 
même des transcrits antisens comme EBV (Prang et al., 1995), HSV-1 (Gordon et al., 1988), 
Kaposi's Sarcoma-Associated Herpesvirus (HHV-8) (Xu and Ganem), et autres. Ces 
transcrits antisens poun'aient également jouer un rôle important au niveau de la régulation de 
l'expression génique tout comme les transcrits antisens chez les procaryotes mais pourraient 
aussi agir comme matrice pour être traduits en protéine (Vanhee-Brossollet and Vaquero, 
1998). En effet, des études in vitro et in vivo ont démontré que certains NAT pouvaient en 
effet être traduits: rev-ErbAx (Lazar et al., 1989), Latency-Associated Antigen of type 1 du 
virus (Doerig et al., 1991) et P-ORF (Lagunoff and Roizman, 1994). Ces deux derniers 
venant du virus HSV-1. Malgré ces études, la traduction des transcrits antisens demeure un 
domaine controversé. 
1.3.2 Transcription antisens chez les rétrovirus 
Plusieurs transcrits antisens ont été caractérisés chez les rétrovirus ces dernières 
années. TI a été suggéré par quelques groupes que le rétrovirus Vlli-1 pourrait 
potentiellement contenir un NAT complémentaire au gène de l'enveloppe puisque l'on 
retrouve un 10ième ORF conservé (Ludwig et al., 2006; Michael et al., 1994b; Miller, 1988; 
Peeters et al., 1996). Miller (1888) a été la première équipe à émettre l'hypothèse qu'une 
nouvelle protéine hydrophobe de 20kDa pourrait possiblement être traduite à partir de cet 
ARNm (Miller, 1988; Vanhee-Brossollet et al., 1995). Ce transcrit antisens a par la suite été 
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mis en évidence (Landry et al., 2007; Vanhee-Brossollet et aL, 1995). Par la technique de 
RT-PCR le transclit a été détecté dans des lignées infectées ainsi que dans une lignée 
transfectée avec un clone proviraL Des expériences de 5' RACE et de 3' RACE ont permis de 
détenniner que ce transcrit est initié dans le LTR 3' et qu'il contient plusieurs sites 
d'initiation en plus de la séquence consensus du signal de la queue poly A (Landry et al., 
2007). À l'aide d'une construction avec le gène rapporteur de la luciférase cloné en antisens 
dans l'ADN proviral, nous avons démontré que ce gène antisens pouvait en effet être exprimé 
en plus d'être régulé par des activateurs de cellules T ou par la protéine Tat (Landry et al., 
2007). Lors de ces trois dernières années, nous avons réussi à détecter la protéine traduite à 
partir de ce transcrit antisens nommée ASP (AntiSense Protein) par immunobuvardage de 
type Western, par microscopie confocale et par cytométrie en flux (Landry et al., résultats 
non publiés). 
Un autre lentivirus chez lequel la transcription antisens a été caractérisée est le FrY 
(Feline Immunodeficiency Virus) (Briquet et aL, 200\). Cet üRF consensus dans une 
vingtaine d'isolats est complémentaire au gène de l'enveloppe et contient la séquence RRE 
en antisens tout comme celui retrouvé chez le Vlli. Cet ARNm coderait également pour une 
protéine hydrophobe si ce transcrit était traduit(Briquet et aL, 2001). 
MLV (Murine Leukemia Virus) est le premier rétrovirus simple chez lequel un 
transcrit antisens a été mis en évidence (Rasmussen et aL, 2010). Ce transcrit initié dans le 
LTR 3' a été détecté dans des lymphomes de cellules B et de cellules T induits par différentes 
souches de MLV (Rasmussen et al., 2010). Rasmussen et al. (20\0) ont démontré l'effet 
positif sur la croissance des cellules de réticulosarcomes lorsque cet ARNm est traduit in 
vitro (Rasmussen et al., 2010). Toutes ces évidences laissent croire que la transcription 
antisens semble jouer un rôle important chez la famille des rétrovirus simples et complexes 
puisque ces üRF ont été conservés au cours de l'évolution. 
20 
1.3.3 Transcription antisens chez HTLV-1 
1.3.3.1 La protéine antisens HBZ 
1.3.3.1.1 La transcrit antisens HBZ 
En 1989, des ARN de 2.5Kb et de 2.9Kb ont été détectés à partir du brin 
complémentaire de HTLV-1 pour la première fois (Larocca et al., 1989). Il Y a quelques 
années, une nouvelle protéine possédant un bZIP et codée à partir du brin complémentaire de 
HTLV-1 a été découverte à l'aide d'expériences de criblage de double-hybride chez la levure 
(Gaudray et al., 2002). Notre équipe a par la suite caractérisé l'ARNm en utilisant les 
techniques de 5'RACE et de 3'RACE. Les résultats obtenus ont démontré que le transcrit 
retrouvé sur le brin complémentaire de l'ARN de HTLV-1 possède plusieurs sites d'initiation 
dans le LTR 3' et' qu'il est polyadénylé (Cavanagh et al., 2006). Ensuite, des études 
transcriptionnelles ont permis d'identifier deux autres isoformes d'HBZ résultant d'épissages 
alternatifs, soit HBZ SPI et SP2 (Cavanagh et al., 2006). La forme SPI de HBZ semble être 
la plus importante lors d'infections in vivo et in vitro et elle possède également un effet 
inhibiteur sur l'activation transcriptionnelle dépendante de Tax tout comme ['isoforme non 
épissé (Cavanagh et al., 2006). De façon intéressante, l'existence d'une nouvelle protéine 
virale résulte de la traduction de cet ARNm que les auteurs ont nommé HBZ (HTLV-l bZIP 
factor) (Gaudray et al., 2002). 
1.3.3.1.2 Organisation de HBZ 
HBZ est une protéine nucléaire de 209 acides aminés possédant un domaine bZIP 
retrouvé à l'extrémité carboxyle d'où son nom. Les domaines bZIP ont deux 
caractéristiques: reconnaître une séquence d'ADN spécifique et la capacité à former des 
dimères. La première activité se fait via une région riche en résidus basiques adjacents au 
motif « leucine zipper» permettant donc l'interaction avec la séquence d'acide nucléique au 
niveau du sillon majeur (Landschu1z et al., 1988). La formation de dimère se fait grâce au 
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motif « leucine zipper». Ce type de motif est retrouvé chez les facteurs de transcription 
eucaryotiques et est conséquemment impliqué dans la régulation de l'expression génique. Un 
résidu de leucine est retrouvé tout les 7 acides aminés et ce sur environ 30 à 40 résidus et 
permet au peptide, lorsqu'il se replie, de former une hélice a amphipatique dite « coiled­
coil » (O'Shea et al., 1991; O'Shea et al., 1989). Les leucines sont stratégiquement placées et 
se retrouvent d'un seul côté de cette hélice formant donc un côté hydrophobe lui permettant 
ainsi de constituer un homodimère ou un hétérodimère avec une autre hélice a (coiled-coil) 
(Figure 1.4) (Alber, 1992; Busch and Sassone-Corsi, 1990; O'Shea et al., 1989). 
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Figure 1.4: Structure tridimensionnelle du «leucine zipper». Une protéine X est 
représentée en bleu et une protéine Y est représentée en vert. Chaque boule au centre 
représente une leucine. Les leucines de la protéine X se lient aux leucines de la protéine Y par 
une interaction hydrophobe formant un hétérodimère. Le domaine de liaison à l'ADN est en 
forme de ciseaux dans le sillon majeur de l'ADN permettant à l'hétérodimère de réguler 
l'expression génique. Image tirée de (Brown, 2002). 
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Le « leucine zipper» de HBZ est caractérisé par 5 heptades de leucine (en plus 
d'une isoleucine en 5' du motif LZ) et est précédé par un DBD (DNA Binding Domain) mais 
ce dernier étant non fonctionnel (Hivin et al., 2005; Switzer et al., 2006). En plus de ce motif, 
HBZ a un domaine d'activation en N-terminal et deux régions basiques BRI et BR2 en 
amont du domaine d'activation (Figure 1.5). 
60 ll2 96 HT7 131 137 163 199 209 
10 
ZIP 
Figure 1.5. Structure moléculaire de HBZ. En N-terminal se retrouve un domaine 
d'activation (AD), suivi de deux régions basiques BRI et BR2. Un domaine de liaison à 
l'ADN (DBD) précède le domaine « leucine zipper ». Image tirée de (Hivin et al., 2005). 
1.3.3.1.3. Localisation cellulaire de HBZ 
Une étude sur des mutants de délétions HBZ fusionnés à la protéine fluorescente GFP 
a démontré que les domaines BRI, BR2 et DBD contiennent tous les trois un signal de 
localisation nucléaire ainsi nommé NLS (Nuclear Localisation Signa!) (Hi vin et al., 2005). 
Cependant, cette même étude a mis en évidence que seulement 2 de ces domaines sont 
suffisants pour attribuer la localisation nucléaire à HBZ peu importe la combinaison des 
domaines (Hivin et al., 2005). 
De plus, la localisation nucléaire de HBZ est représentée par des structures ponctuées 
relativement grosses au niveau du noyau (Basbous et al., 2003; Gaudray et al., 2002). 
Puisqu'il existe plusieurs sous-compartiments nucléaires tels que les corps Cajal (CB), 
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« promyelocytic leukemia» (PML), le compartiment de facteur d'épissage (SFC), « nuc1ear 
lamina », « nuclear speckle », « paraspeckles », nucléoplasme, et autres, une étude s'est 
intéressée à identifier le sous-compartiment dans lequel ces structures sont associées. Par des 
expériences de co-transfection, de microscopie confocale et de microscopie électronique, les 
auteurs ont pu éliminer les corps Cajal et les compartiments de facteur d'épissage. De façon 
intéressante, ils ont démontré que HBZ co-localisait avec un membre de la famille des 
protéines HP 1 (Heterochromatin-associated proteins), HP 1a. endogène, strictement retrouvée 
dans les régions de l 'hétérochromatine (Hivin et al., 2005). Sa localisation sous-nucléaire 
reste donc toujours à être identifée. 
1.3.3.1.4 Interaction etfonction de la protéine HBZ 
Les premières études fonctionnelles réalisées sur HBZ ont démontré par la technique 
de co-immunoprécipitation que HBZ interagissait par son domaine « leucine zipper» avec 
CREB-I et CREB-2. De plus, deux des isoformes d 'HBZ, la forme non épissée (HBZ) et la 
forme épissée (HBZ SPI), pouvaient toute les deux inhiber la trans-activation dépendante de 
Tax en formant un complexe avec le facteur transcriptionnel CREB-2 et CBP/p300 (Figure 
1.6) (Yoshida et al., 2008). L'interaction entre HBZ et CREB-2 compétitionne indirectement 
avec celle de Tax et CREB-2 ; l'hétérodimère HBZ-CREB-2 empêche CREB-2 de se lier à 
son partenaire Tax, une association nécessaire pour lier le TRE localisé dans le LTR et 
activer la transcription. Une étude a également démontré que CBP/p300 co­
immunoprécipitait avec HBZ, et que l'inhibition de la trans-activation par Tax était 
également régulée à ce niveau (Clerc et al., 2008). Cependant, cette régulation semble 
relativement faible lorsqu'on la compare avec l'inhibition par HBZ et CREB-2. 
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Figure 1.6. Implication de HBZ sur la régulation de la transcription de HTLV-l 
dépendante de Tax. Tax et CREB fonnent un complexe en se liant au TxRE. CBP/p300 
vient se lier au complexe et la transcription virale est stimulée. Lorsque HBZ se lie à 
CREB, Tax et CREB ne peuvent plus fonner un complexe. La transcription virale est 
conséquemment inhibée. Image Tirée de (Barbeau and Mesnard, 2007). 
D'autres partenaires d'interaction de HBZ sont les protéines faisant partie de la 
famille Jun: JunE, c-Jun et JunD. Des études ont mis en évidence la capacité de HBZ à 
inhiber l'activité transcriptionnelle de c-Jun en favorisant sa dégradation par le protéasome 
(Figure 1.7) (Basbous et aL, 2003; Hivin et aL, 2006; Matsumoto et aL, 2005). En fait, une 
étude a démontré, en générant un HBZ chimère contenant le domaine de liaison à l'ADN de 
c-Fos, que cette diminution de la transcription était en effet due à la séquestration de c-Jun 
relocalisé dans les corps nucléaires et non due à la faible efficacité d 'HBZ de lier à l'ADN 
(Clerc et aL, 2009). Enfin, c-Jun n'est plus en mesure de se lier au site AP-I, ce qui entraîne 
une baisse de la transcription. HBZ inhibe également la transcription dépendante de JunE en 
modifiant sa localisation cellulaire dans des corps nucléaires (figure 1.7) (Basbous et aL, 
2003; Hivin et aL, 2007). Cette re-localisation inhibe également la transcription dépendante 
de JunE. Contrairement aux autres protéines Jun, lorsque HBZ interagit avec JunD, la 
transcription dépendante de JunD est augmentée (figure 1.7) (Thebault et aL, 2004). Aussi, il 
a été démontré que l 'hétérodimère HBZ/JunD interagit avec le facteur de transcription 
Sp1(Kuhlmann et aL, 2007). Ce complexe peut ensuite se lier au promoteur de la télomérase 
humaine (hTERT) afin d'activer la transcription de cette dernière. De façon intéressante, une 
--------
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corrélation a été observée entre l'augmentation de la transcription de hTERT et les cellules 
ATLL (Uchida et aL, 1999). HEZ pourrait donc être impliquée dans le développement de 
l'ATLL (Kuhlmarm et al., 2007). 
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Figure 1.7. Rôle de HBZ sur la régulation de la transcription par les facteurs 
transcriptionnels de la famille Jun. HBZ inhibe l'activation de la transcription régulée par 
JunE et c-Jun en séquestrant JunE dans des corps nucléaires inactifs (gauche) et en 
engendrant la dégradation de c-Jun par le protéasome (centre). Cependant, HBZ module 
l'activité transcriptionnelle dépendante de JunD de façon positive (droite). Image tirée de 
(Barbeau and Mesnard, 2007). 
Tout récemment, d'autres protéines cellulaires ont été identifiées comme partenaire 
d'interaction avec HBZ via le motif «leucine zipper ». Dans la dernière année, une équipe a 
démontré que HBZ interagissait avec les facteurs de transcription MAFB et MAFG lorsqu'un 
site MARE (séquence promotrice reconnue par ce type de facteur de transcription) est présent 
et aussi ATF2, CEBPG, et CREBZF (Ohshima et aL, 2010; Reinke et aL, 2010). Ainsi, HBZ 
régule la capacité transactivatrice de plusieurs proto-oncogènes; cette idée appuie le fait 
qu 'HBZ joue un rôle important au niveau du développement de la maladie. 
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1.3.3.1.5 HBZ et !'ATLL 
Le virus HTLV-1 entraîne une infection persistante; la réponse immune adaptative ne 
parvient jamais à éliminer ce virus. Après un temps d'incubation d'environ 40 ans, la maladie 
peut se développer et le patient succombe alors à l'infection. Plusieurs recherches portent 
donc sur l'implication de HBZ dans l'apparition de l' ATLL afin de comprendre l'évolution 
de cette maladie. Des études ont démontré que HBZ est nécessaire à l'infection, la réplication 
et la persistance virale in vivo (Arnold et al., 2008). De plus, un groupe de recherche a mis en 
évidence que l'ARN messager de HBZ induit la prolifération cellulaire (Satou et al., 2006). 
Aussi, plusieurs études ont également révélé l'expression de cette protéine dans les cellules 
ATLL contrairement à la protéine virale Tax qui est souvent absente (Cavanagh et al., 2006; 
Satou et al., 2006). Comme il a déjà été mentionné, la protéine trans-activatrice Tax est une 
oncoprotéine impliquée dans la transformation cellulaire. Son expression induit une réponse 
des lymphocytes T cytotoxiques (CTL), ce qui pourrait rendre difficile la survie du virus et 
de la cellule infectée et transformée (Bangham, 2003). Tax induit également l'expression de 
la protéine antisens HBZ (Landry et al., 2008; Yoshida et al., 2008). De façon intéressante, 
HBZ régule l'expression de Tax en interagissant avec plusieurs facteurs de transcription; 
HBZ interagit avec CREB-2 en formant un dimère via son motif « leucine zipper », 
empêchant ce dernier de se lier au TRE via une interaction avec Tax. Une diminution de la 
transcription virale dépendante de Tax est conséquemment engendrée (Gaudray et al., 2002). 
L'hypothèse d'une stratégie rétrovirale consistant à limiter l'expression de la protéine Tax 
dans le but de tromper le système immunitaire serait donc plausible et expliquerait les 
résultats de Satou et al. (Satou et al., 2006). En fait, il a été démontré récemment que HBZ est 
une protéine immunogénique puisqu'elle est reconnue par les CTL. Cependant, aucun CTL 
spécifique à HBZ n'est produit. Les auteurs de cette recherche supposent que ceci est 
potentiellement dû à la faible expression de HBZ dans les cellules infectées par HTLV­
1(Suemori et al., 2009). 
Puisque le rôle de Tax dans la transformation cellulaire a été clairement démontré, il 
est possible que HBZ joue plutôt un rôle important dans la prolifération des CD4+ et dans la 
persistance in vivo (Arnold et al., 2006; Arnold et al., 2008; Satou et al., 2006). 11 devient 
donc de plus en plus probant que HBZ est impliqué dans un mécanisme complexe pour 
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pennettre aux cellules infectées par RTLV-1 de déjouer le système immunitaire. HBZ 
pourrait potentiellement être une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement de l'ATLL 
ou le HAM/TSP. 
1.3.3.2 La protéine antisens APH-2 
Suite à la découverte de HBZ, notre équipe s'est intéressée à voir si un transcrit 
antisens pouvait également être présent chez HTLV-2. En effet, nous avons mis en évidence 
un transcrit initié dans le LTR 3' (ayant plusieurs sites d'initiation), épissé et polyadénylé. Ce 
transcrit a été détecté grâce à des expériences de RT-PCR dans toutes les lignées cellulaires 
infectées par HTLV-2, dans les lymphocytes mis en culture à partir de patients infectés par 
HTLV-2 ainsi que dans 4 donneurs de sang HTLV-2 positifs sur 15 (Halin et al., 2009). Ce 
transcrit code pour une protéine de 183 acides aminés, nommée APH-2 (Antisense Protein of 
HTLV-2). Selon des analyses en microscopie confocale, cette protéine se situe au noyau tout 
comme HBZ mais est exclue des nucléoles (Halin et al., 2009). De façon intéressante, APH-2 
contient un domaine « bZIP-like» contrairement à HBZ. Cependant, ceci n'empêche pas 
APH-2 d'interagir avec CREB in vivo (interaction détectée par des expériences de co­
immunoprécipitation) et d'inhiber la trans-activation par Tax 2 (Halin et al., 2009). APH-2 
n'interagit pas avec p300 malgré la présence d'une séquence LXXLL-like et le motif CBP. 
Nous avons donc émis comme hypothèse que la position en C-tenninal de ce motif 
comparativement à HBZ (motif en N-tenninal) pourraitexpliquer ce résultat non attendu. De 
plus, APH-2 ne semble pas jouer un rôle in vivo contrairement à HBZ. Ainsi, lorsque des 
lapins sont inoculés avec une version mutée pour l'ORF de APR-2, aucun changement n'a 
été observé au niveau de la capacité de transfonner les ceJlules et de la charge provirale 
(Green et al., 1995). Cependant, il est important de mentionner que cette mutation implique 
plusieurs gènes viraux dits accessoires. Aussi, il reste toujours à déterminer si la différence de 
pathogénicité entre RTLV-1 et RTLV-2 est due au caractère unique de ces protéines antisens 
ou celles de Tax 1 et Tax 2. 
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1.3.3.3 Les transcrits antisens APH-3 et APH-4 
Lors des deux dernières années, notre équipe a mis en évidence l'existence d'une 
transcription antisens chez les rétrovirus HTLV-3 et HTLV-4. Nous avons découvert que, 
chez ces deux rétrovirus, un transcrit antisens épissé et polyadénylé était exprimé. La taille et 
la position de l'intron de ces transcrits sont semblables à ceux retrouvés chez HBZ SPI. De 
plus, nos études préliminaires ont également démontré que les protéines APH-3 et APH-4 
semblent avoir un effet sur la transcription régulée par Tax. Ceci laisse croire que APH-3 et 
APH-4 pourraient interagir avec CREB-2 ou d'autres facteurs transcriptionnels tout comme 
HBZ et que APH-3 et APH-4 ont possiblement un motif « leucine zipper» atypique 
fonctionnel. 
Cependant, la protéine APH-3 semble être umque et posséder des fonctions 
possiblement différentes. Dans un premier temps, la séquence en acide aminé de APH-3 est 
relativement différente de celle de HBZ (environ 30% d'homologie avec HBZ) (Figure 1.8). 
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HBZ EKMQELGIDGYTRQLEGEVESLEAERRKLLQEKEDLMGE-----------VNYW---QGR 199 
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Figure 1.8. Alignement des séquences en acides aminés des protéines antisens des 
rétrovirus HTLV. On retrouve les séquences de HBZ (ligne 1), APH-3 (ligne 2) et APH-4 
(ligne 3). Les acides aminés en noir représentent les résidus homologues alors que les résidus 
en bleu sont différents. 
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Mentionnons également que les séquences protéiques d' APH-3 et d' APH-4 semblent 
contenir un motif «leucine zipper» atypique et non reconnu selon les analyses 
bioinformatiques (heptade non respecté puisque qu'une leucine se retrouve à tous les 6-8 
résidus). Cependant, il a été démontré chez HBZ que la localisation nucléaire est engendrée 
par la présence de trois motifs soit BR1, BR2 et DBD. Fait intéressant, les séquences 
codantes d'APH-3 et APH-4 ont une région constituée de résidus très basiques pouvant être 
possiblement à l'origine de leur localisation nucléaire. 
1.4 Hypothèse de travail 
TI a été démontré chez HTLV-1 qu'il existe un transcrit antisens initié à partir du LTR 
3' codant pour la protéine HBZ (Gaudray et al., 2002). Cette nouvelle protéine virale a une 
localisation nucléaire sous forme de «speckles» selon les observations en microscopie 
confocale. Cette protéine peut former des dimères avec divers facteurs de transcription via 
son domaine « leucine zipper» pour ensuite moduler la transcription dépendante de Tax et 
des facteurs de transcription de la famille Jun (Barbeau and Mesnard, 2007). Récemment, 
notre équipe a mis en évidence un transcrit antisens chez HTLV-2 permettant l'expression 
d'APH-2. Cette nouvelle protéine a également une localisation nucléaire et peut interagir 
avec le facteur de transcription CREB in vivo malgré la présence d'un domaine «leucine 
zipper-like» (Halin et al., 2009). De plus, APH-2 semble inhiber la trans-activation par Tax 
de façon similaire à HBZ (Halin et al., 2009). En parallèle, notre équipe a caractérisé un 
transcrit antisens chez les nouveaux rétrovirus HTLV-3 et HTLV-4 nouvellement découverts. 
Ces transcrits antisens ont plusieurs similarités avec le transcrit de HBZ et codent pour les 
protéines nommées respectivement APH-3 et APH-4. L'hypothèse de cette recherche était 
donc que les transclits APH-3 et APH-4 des rétrovirus HTLV-3 et HTLV-4 codent pour de 
nouvelles protéines virales jouant un rôle important dans la réplication rétrovirale. Ces 
protéines pourraient aussi potentiellement avoir des fonctions différentes de celles d'HBZ au 
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niveau de la biologie moléculaire de ces rétrovirus. C'est dans ce contexte que s'est inscrit ce 
projet dont l'objectif principal était de caractériser les nouvelles protéines APH-3 et APH-4 
au niveau de leur localisation ainsi que de leur fonction. Ainsi, l'implication de ces protéines 
sur la transcription rétrovirale a été étudiée et leurs domaines fonctionnels analysés. Ces 
informations sont nécessaires à la compréhension des modes mécanistiques de la réplication 
et de la pathogénicité suite à une infection par HTLV. 
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2.2.1 Abstract 
Newly discovered HTLV-3 and HTLV-4 viruses are part of the HTLV retrovirus family 
composed of the well-known HTLV-1 and HTLV-2. Antisense transcription in retroviruses 
has been highlighted and conclusively demonstrated in HTLV-l and HTLV-2. These 
transcripts further lead to the synthesis of viral proteins termed HBZ and APH-2, 
respectively. As potential ORFs are present in the antisense strand of HTLV-3 and HTLV-4, 
herein we tested whether antisense transcription occurred in these viruses and whether it 
could encode a prote"in. Using proviral DNA constructs, antisense transcripts were detected 
by RT-PCR. These transcripts were spliced, polyadenylated and initiated at multiple sites 
from the 3' LTR. Resulting proteins terrned APH (Antisense Protein ofHTLV)-3 and APH-4 
were devoid of a bZIP domain but contained basic-rich regions. Confocal microscopy and 
Western blot experiments demonstrated a nuclear-restricted pattern for APH-4 while being 
both cytoplasmic and nuclear for APH-3. Both proteins showed partial co-localization with 
nucleoli and HBZ-associated structures. Finally, both proteins inhibited Tax 1- and Tax3­
mediated HTLV-1 LTR activation. These results provide support that retroviral antisense 
transcription is not exclusive to HTLV-1 and that APH-3 and APH-4 could impact on HTLV­
3 and HTLV-4 replication. 
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2.2.2 Introduction 
Human T-cell Leukemia Viroses (HTLV) are human deltaretroviruses, which are part 
of the Primate T-cell Lymphotropic Viros (PTLV) group and are constituted of two weil 
studied members known as HTLV-l, the first retrovirus to be isolated in human (Miyoshi et 
al., 1981; Poiesz et al., 1980; Poiesz et al., 1981; Yoshida et al., 1982) and HTLV-2. HTLV­
1 bears important significance in terms of human health as this virus is the etiological agent 
of Adult T-cell Leukemia/Lymphoma (ATLL) and HTLV-I-Associated Myelopathy/Tropical 
Spastic Paraparesis (HAM/TSP). Unlike HTLV-l, HTLV-2 has only been seriously Iinked to 
HAM-like pathologies (and not to leukemia). Recently, two new HTLV viruses, terrned 
HTLV-3 and HTLV-4, have been isolated, the former having been closely compared to 
STLV-3 (Calattini et al., 2006; Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005). CUlTently, these 
viroses have been isolated in a relatively low number of individuals from Africa and no 
pathologies (such as Large Granuloma Leukemia (Duong et al., 2008; Thomas et al., 2010)) 
have yet been associated with these viruses. 
The discovery of these two retroviruses has led to a senes of recent studies 
comparing them to HTLV-1 and HTLV-2. These studies have indeed demonstrated that both 
HTLV-3 and HTLV-4 shared similar genomic organization to the former human retroviruses 
and weak but reproducible cross-reactivity with HTLV-1 and HTLV-2-specific antibodies 
were observed (Calattini et al., 2006; Calattini et al., 2005; Switzer et aL, 2006; Wolfe et al., 
2005). Further studies have focussed on the Tax3 protein of HTLV-3 and have highlighted 
its similarity with HTLV-1 Tax in terms of both intracellular localization and transactivation 
activity (Calattini et aL, 2006; Chevalier et aL, 2006). A recent study has also provided 
evidence that the HTLV-3 genome, when reconstituted, produces infectious particles 
(Chevalier et al., 2008). Interestingly, alike HTLV-l, these reports have also pointed toward 
the existence of a potential ORF, which could be produced from the antisense strand of both 
HTLV-3 and HTLV-4 viruses (Calattini et al., 2006; Chevalier et aL, 2008; Switzer et al., 
2006). 
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Former studies had shed light on the existence of a new unexpected retroviral protein 
named HBZ (HTLV-1 bZIP), which is encoded by the antisense strand of the HTLV-1 
genome (Gaudray et aL, 2002). Typically, two HBZ isoforms are produced with one of them 
being most abundant and dependent on a spliced transcript (Cavanagh et al., 2006; Murata et 
aL, 2006; Satou et al., 2006). Both HBZ isoforms block Tax-induced and basal HTLV-1 
transcription and interact with several Jun family members, rendering sorne ofthese members 
inactive through degradation or possible sequestration in transcriptionally inactive nuclear 
bodies (Basbous et al., 2003; Hivin et al., 2007; Matsumoto et aL, 2005; Thebault et al., 
2004). However, further studies have demonstrated that HBZ acted positively on JunD upon 
interaction and in fact was mediating an augmentation of gene expression of the telomerase 
hTERT component through this transcription factor (Hivin et aL, 2006; Kuhlmann et al., 
2007; Thebault et al., 2004). Other transcription factors such as NF-KB and MafG are 
additional targets of HBZ likely contributing to the disturbance of gene expression in HTLV­
l-infected cells (Reinke et al., 2010; Zhao et al., 2008). A number of reports have also 
del!10nstrated that HBZ was expressed in cells from ATLL patients and that it could therefore 
be implicated in ATLL development, partly through its hyperproliferative action on T cells 
(Arnold et al., 2008; Barbeau and Mesnard, 2007; Matsuoka and Jeang, 2007; Mesnard et al., 
2006; Satou et al., 2006). 
Antisense transcription has been suggested in other retroviruses (Arnold et aL, 2008; 
Briquet et al., 2001; Briquet and Vaquero, 2002; Michael et al., 1994a; Peeters et aL, 1996; 
Tagieva and Vaquero, 1997; Vanhee-Brossollet et al., 1995). Importantly, we have recently 
demonstrated the existence of antisense transcription in the HTLV-2 virus and that the 
resulting encoded APH-2 shared a Tax-inhibiting activity alike HBZ (Halin et al., 2009). In 
light of this recent result and given that former studies have alluded to the possible existence 
of antisense transcription in HTLV-3 and HTLV-4, we have herein investigated on the 
presence of antisense transcripts in these viruses and on their potential encoding capacity. 
Our results indicate that both viruses produce a spliced and polyadenylated antisense 
transcript. The encoded proteins show distinct localization, the HTLV-3 antisense protein 
being both nuclear and cytoplasrnic, while the HTLV-4 counterpart being almost exclusively 
contained in the nucleus. However, both antisense proteins were shown to inhibit Tax­
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mediated HTLV LTR activation. These results hence provide important data indicating the 
potential essential role played by antisense proteins in retroviral replication. 
2.2.3 Methods 
2.2.3.1 Celllines and antibodies 
The human 293T and simian COS-7 kidney cell lines were maintained in DMEM 
medium supplemented with 10% foetal bovine serum (PAA Laboratories Inc., Toronto, 
Canada). The T-cell line Jurkat E6.1 was maintained in RPMI-1640 medium supplemented 
with 10% foetal bovine serum. The anti-Myc antibody (9EIO) was purchased from Santa 
Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz CA), the ECeM sheep anti-mouse IgG antibody 
coupled to the horseradish peroxidase was obtained from GE Healthcare Inc. 
(Buckinghamshire UK) and the goat anti-mouse IgG antibody coupled to the Alexa fluor 488 
(AIIOOI) was obtained from Invitrogen Canada Inc. (Burlington, Canada). The anti-Tax 
polycIonal antibodies were kindly provided by Dr. Jean-Michel Mesnard (Université 
Montpellier I, Montpellier, France). The mouse anti-GAPDH antibody was purchased from 
Santa Cruz Biotechnology Inc. 
2.2.3.2 Plasmids 
Both HTLV-3 (2026ND) and HTLV-4 (pUC-HT4v2) proviral DNAs were cloned in 
pUC18. The pHTLV-3 ~EcoRV construct was derived from the HTLV-3 (2026ND) proviral 
DNA clone by EcoRVIXhoI digestion thereby deleting 4359pb of the 5' end of the proviral 
sequence. The pHTLV-3-as-luc vector was derived from pHTLV-3 ~EcoRV by cloning the 
luciferase reporter gene from pGL3-basic in frame in the second exon of APH-3. Briefly, 
Pacl and BstZl71 restriction sites were added to pHTLV-3 ~EcoRV with the Phusion™ Site-
Directed Mutagenesis Kit usmg the reverse pnmer 5' ­
ATAGTATACTGCAATCCCAGGAACTG-3' (BstZ171 restriction site in bold) and 
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forward primer 5' -ATATTAATTAATGTCTCCGGGGCTAGG-3' (PacI restriction site in 
bold). The luciferase reporter gene was amplified using reverse primer 5' ­
ATATTAATTAAGGAAGACGCCAAAAACATAAAGAA-3' (PacI restriction site in bold) 
and forward primer 5'-ATAGTATACTACCACATTTGTAGAGGTTTTAG-3' (BstZ171 
restriction site in bold). Luciferase amplicons were ligated in the pHTLV-3 LŒcoRV 
digested vector resulting in the pHTLV-3-as-Iuc. The pHTLV-4 ~Sacl construct was derived 
from HTLV-4 (pUC-HT4v2) proviral DNA by SacVHindIII digestion, thereby deleting 
3213pb of the 5' end of the proviral sequence. The pHTLV-4-as-Iuc vector was obtained by 
cloning the luciferase gene in frame in the second exon of APH-4 at position 7037 (sense 
transcript) in pHTLV-4~6560 (construct containing the last 2183bp of the HTLV-4 genome 
in the pUC 18 vector) as described above by amplification of the luciferase gene with reverse 
pnmer 5'-ATAGTATACAGAGGAGATGCCTGGTA-3' and forward pnmer 5' ­
ATATTAATTAATGGTGTTGAGACCTTCTTTG-3'. The pHTLV-l luc vector contains 
the HTLV-1 LTR 3' region cloned into the XhoIlHindIII sites of the pGL2-Basic vector 
(Promega) (Geleziunas et al., 1998). The Taxl-expressing vector has been previously 
described (Matsumoto et al., 1997). The pCMV-Tax3 vector contains the Tax3-coding 
region under the control of the CMV promoter region in pcDNA3.1 Zeo (+). The pMycAPH­
3 and pMycAPH-4 expression vectors were generated by PCR amplification of the coding 
regions of APH-3 and APH-4 using primers that contains a Myc tag. Briefly, APH-3 was 
amplified usmg the reverse pnmer 5' ­
ATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATGGCTCGATCCCGAAGCG 
G-3', the Myc tag being shown 10 bold and the forward pnmer 5' ­
ATATCTAGATTATAACAGATCTGCTACCTCCTGTAG-3' (XbaI restriction site in 
bold). APH-4 was amplified usmg the reverse pnmer 5' ­
ATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATGGACACTCGAGAATnlT 
TAGGGG-3' (Myc tag m bold) and forward pnmer 5' ­
ATATCTAGATTATAATAACTCCGCCAATACACCCAAC-3' (XbaI restriction site in 
bold). Amplified products were digested by XbaI and ligated into pcDNA3.1Zeo (+) 
digested by XbaIlEcoRV. pAPH-3-GFP and pAPH-4-GFP were generated by first 
amplifying APH-3 usmg the forward pnmer 5' ­
ATAGAATTCATGGCTCGATCCCGAAGCGG-3' (EcoRI restriction site in bold) and the 
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reverse pnmer 5'-ATAACCGGTGCTAACAGATCTGCTACCTCCTGTAG-3' (Agel 
restriction site 10 bold) and APH-4 using the forward pnmer 5' ­
ATAGAATTCATGGACACTCGAGAATTITITAGGGG-3' (EcoRI restriction site in 
bold) and the reverse pnmer 5' ­
ATAACCGGTGCTAATAACTCCGCCAATACACCCAACA-3' (Agel restriction site in 
bold). Amplified products were ligated into EcoRI/Agel-digested peGFP-Nl. To minimize 
synthesis of free GFP, the methionine initiation codon from the GFP reporter gene was 
mutated to a leucine (TTG) using the Phus'ion™ Site-Directed Mutagenesis Kit for both 
APH-3-GFP and APH-4-GFP constructs. The forward and reverse primers for APH-3-GFP 
were 5'-GCAGATCTGTTATTGGTGAGCAAGG-3' and 5' ­
TACCTCCTGTAGCAGGAGGCTAT-3'. As for APH-4-GFP, the forward and reverse 
primers were 5'-CGGAGTTATTATTGGTGAGCAAGGG-3' and 5' ­
CCAATACACCCAACAGGTCCC-3'. The HBZ-rnRFP construct was generated by 
amplifying the HBZ SPI cDNA with the forward pnmer 5' ­
ATAAGCTTATGGCGGCCTCAGG-3' (HindIII restriction site in bold) and the reverse 
primer 5' -ATGAATTCTTGCAACCACATCGCCT-3' (EcoRI restriction site in bold). The 
amplified products were then digested and ligated into pcDNA3.IZeo(+)-rnRFP (kindly 
provided by Dr. Matthew Weitzman, The Salk Institute, La Jolla CA). The nucleolin-dsRed 
expression vector has been previously described and expresses the chimeric form of nucleolin 
(Gomez Corredor and Archambault, 2009). The pRcActin-LacZ vector contains the [3­
galactosidase gene under the regulation of the l3-actin promoter. An expression vector 
encoding the former unspliced HBZ isoform tagged with the Myc epitope was obtained from 
Dr. Jean-Michel Mesnard (Thebault et al., 2004). The HBZ exon 1 sequence in this vector 
was modified for HBZ SP 1 exon 1 by reverse PCR using the forward and reverse primers 5' ­
ATGGCGGCCTCAGGGCTGTTTCGATGCTTGCCTG-3' and 5' ­
GGGGATCCACTAGTCCAGTGTG-3'. The resulting vector was termed pHBZ-SP I-Myc. 
From this plasmid, pAPH-3Myc and pAPH-4Myc expression vectors were generated by 
excising the HBZ cDNA with EcoRl and HindIII restriction enzymes and cloning APH-3 and 
APH-4 cDNAs amplified with EcoRl- and HindIII-containing primers. 
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, 2.2.3.3 RT-PCR 
Total RNA was extracted by the TRIzol reagent (Invitrogen) from 293T ceUs at 48 h 
post-transfection. PolyA+ RNA was purified from total RNA using Oligotex mRNA Mini 
Kit (Qiagen, Mississauga, Canada) according to manufacturer's instructions. RT-PCR 
analyses were conducted using an oligo(dT) primer (Invitrogen). Briefly, total RNA (5mg) 
was mixed with 1ml of 10mM of the oligo(dT) primer. The RNA:RT primer mix was heated 
at 70° and incubated 2 h at 42°C in the presence of IX AMV reaction buffer, 1 mM dNTPs, 
10U of SUPERase·In RNAse inhibitor (Ambion) and 15 U AMY reverse transcriptase 
(USB). Synthesized cDNAs were PCR amplified with the reverse primer 23-1 (5' ­
CCACCAAATAGAAGAGGGATGGC-3') and the forward prImer 19-1 (5' ­
GACGCCCTGGCCCCAACAG-3') for the amplification of the antisense h"anscript of 
HTLV-3 and the reverse primer 21-1 (5'-CGGCGGCGTCTCAACTGATTG-3') and the 
forward primer 23-4 (5'-ACGAGTCCCCCCATATGTCCAAA-3') for the amplification of 
the antisense transcript of HTLY-4. PCR conditions were as followed: a first step of 
denaturation at 94°C for 5 min foUowed by 35 cycles of denaturation (94°C for 1 min), 
annealing (60°C for 1 min) and extension (nOC for 1 min) and a final extension at noc for 5 
mm. 
2.2.3.4 S'and 3' RACE analyses 
Total RNA was isolated with the RNA extraction Kit (Qiagen) from 293T cells at 48 
h post-transfection. The initiation sites of the APH-3 and APH-4 transcripts were then 
determined using the FirstChoice RLM-RACE kit from Ambion according to manufacturer's 
instructions. cDNA synthesis was first performed in the presence of the supplied 5'RACE 
adapter. PCR amplification was achieved through 5'RACE outer and inner primers and 
different primers derived from the sequence of the ORFs: H3race-em-l (5' ­
GCCATTCCCCTGAAGCATGTC-3') and H3race-em-2 (5' ­
GCTCCTCTGCAGTCAACACCG-3') for the HTLV-3 antisense transcript and 5RACEH4-1 
(5'-GTCTGTTCCAAGCCAGCTGATAACCGAAAT-3') and 5RACEH4-2 (5' ­
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CTCCTAAGTTATGGTTACATTCCTCCTCCAG3') for the HTLV-4 antisense transcripts. 
Amplified products were then cloned in the pDrive vector and sequenced. 
The polyA signais were identified from isolated polyA+ RNA agam using the 
FirstChoice RLM-RACE kit. cDNA synthesis was performed in the presence of the supplied 
3'RACE adapter. PCR amplifications were achieved through 3'RACE outer and inner 
primers and a primer derived from the sequence downstream of the ORFs: 23-2 (5' ­
GGAGAGGAACCACACTGGATCAT-3') for the HTLV-3 antisense transcript and 23-5 
(5'-GAGTCAGGACATGCTCTAGGTCT-3') for the HTLV-4 antisense transcript. 
Amplified products were then c10ned in SmaI-digested pBlueScript KS and sequenced. 
Ali PCR conditions were performed according to manufacturer's instructions. 
2.2.3.5 Transfection and promoter studies 
293T cells were transfected with 10-15 mg of DNA using the calcium phosphate 
protocol as previously described (Fortin et al., 1997) or using the Lipofectamine™ Reagent 
(Invitrogen) according to manufacturer's instructions. Jurkat cells were transfected by 
electroporation with 15 mg of DNA using the Gene Pulser Xcel1 system (BioRad, Hercules, 
CA) (960mF, 250V). Transfected 293T cells were lysed 48h post-transfection in Iysis buffer 
(25mM Tris phosphate, pH 7.8, 2mM DTT, 1% Triton X-I00, 10% glycerol) and luciferase 
activity readout was performed with the MLX microplate luminometer (Dynex Technologies) 
as previously described (Barbeau et al., 2001). Each sample was co-h'ansfected with 
pRcActin-LacZ for transfection efficiency. ~-galactosidase activities were measured using 
the Galacto-Light™ kit (Applied Biosystems, Bedford, MS) according to manufacturer's 
protocol. Luciferase activity are presented in normalized Relative Light Units (RLUIS-gal) 
and represent the calculated mean ± SD of three transfected samples. For Jurkat h"ansfection, 
cells were resuspended at 2.5 xl 07/ml of complete medium, transfected in bulk and separated 
at 16 h post-transfection into various treatment groups at a density of 1x105cells/well (lOOm!) 
in 96-well flat-bottom plates. Cells were either left untreated or were treated with phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA) at 20 ng/ml (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada), 
phytohemagglutinin (PHA-P) at 3 mg/ml (Sigma-Aldrich), ionomycin (Sigma-Aldrich) at 1 
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mM, bpV [pic] (Alexis Corporation, Lausen, Switzerland) at 15 mM, forskolin (Sigma­
Aldrich) at 10 mM and TNFa (Sigma-Aldrich) at 20 ng/ml. Luciferase activity was 
monitored at 8 h post-stimulation. 
2.2.3.6 Confocal microscopy 
Cells were seeded in 6 well plates containing a 1.5mm thick coverslip for 24 h before 
transfection and were then transfected using the Lipofectamine™ Reagent (lnvitrogen) 
according to manufacturer's instructions. At 36 h post-transfection, cells were washed with 
PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min and permeabilized with 0.1 % Triton X-l 00 
for 5 min at room temperature. Cells were then washed 3 times with PBS and incubated with 
anti-Myc 9E10 (dilution 1:400) for 1 h at room temperature. Samples were next washed 3 
times with PBS and incubated with a goat anti-mouse IgG antibody coupled to Alexa fluor 
488 for 45 min at room temperature and washed again with PBS. Cells were incubated in a 
2.5 mg/ml propidium iodide (PI) solution. The coverslip were then mounted in a drop of 
ProLong Antifade (Invitrogen). For live cell imaging, cells were cultured onto Lab-Tek 
Chambered Coverglass (Thermo Fisher Scientific, Rochester NY) for 24 h before 
transfection and were then transfected using the Lipofectamine™ Reagent (lnvitrogen) 
according to manufacturer's instructions. Cells were observed 36 h and 48 h post­
transfection. Images were acquired with a MRCI024 confocal laser-scanning microscope 
(BioRad, Hercules, CA). 
2.2.3.7 Western blot analysis 
Total extracts were prepared as previously described (Vargas et al., 2009). 
Cytoplasmic and nuclear extracts from transfected 293T cells were prepared using NE-PER® 
Nuclear and Cytoplasrnic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific) according to 
manufacturer's instructions. Equal quantities of extracts were run on a SDS-I0% PAGE and 
transferred to PVDP membranes (Millipore, Mississauga, Canada). The blot was next 
blocked in PBS/5% milk and incubated with either anti-Myc 9E 10 (1: 1000), an anti-Tax 
antibody (1: 100) or anti-GAPDH (1: 1000). After several washes, signais were revealed by 
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the addition of horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (dilution 1: 10000) 
antibody and subsequent incubation with the BM Chemiluminescence Blotting Substrate 
(paD) (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN). Membranes were exposed on Amersham 
hyperfilms ECL (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, UK). For the detection of Tax, 
the SignalBoostTM Immunoreaction Enhancer kit was used to amplify the signal according 
to manufacturer's instructions (EMD Bioscience, San Diego CA). 
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2.2.4 Results 
2.2.4.1 Detection of spliced antisense transcripts from HTLV-3 and HTLV-4 
Previous studies have highlighted the presence of a potential ORF in the antisense 
strand of HTLV-3 (Calattini et al., 2006; Chevalier et al., 2008; Switzer et al., 2006). Given 
that the existence of antisense proteins has been demonstrated for HTLV-1 and HTLV-2, we 
thereby asked whether both newly discovered HTLV-3 and HTLV-4 retroviruses could 
express similar antisense proteins. Our first in silico analysis of the ORF present in both 
HTLV-3 and HTLV-4 proviral DNA (Switzer et al., 2006; Wolfe et al., 2005) indeed 
revealed the existence of an ORF in the antisense strand between both ta.x and env genes 
(Figure 2.1 A and B). The encoded protein was predicted to contain a maximum of 221 and 
158 amino acids for HTLV-3 and HTLV-4 respectively. These ORFs were termed APH 
(Antisense Protein ofHTLV)-3 and APH-4. 
To directly address the existence of antisense transcripts in these retroviruses, we first 
conducted RT-PCR analyses. Each proviral DNA constructs were deleted of their 5' LTR 
region to minimize interference from sense transcription (Figure 2.1). The resulting pHTLV­
3 ,1EcoRV and pHTLV-4 ,1SacI proviral DNA constructs were then transfected in 293T cells 
and analysed using forward and reverse primers derived from the 3' LTR and APH-3/APH-4 
regions, respectively (Figure 2.2). The choice ofprimers and their positioning were based on 
the previously described spliced pattern of the antisense HBZ transcript of the related HTLV­
1 virus (Cavanagh et al., 2006; Murata et al., 2006; Satou et al., 2006). RT-PCR analyses 
indeed revealed the presence of a single signal specific for an antisense transcript (Figure 
2.2A and B). In addition, their size also lend credence to the occurrence of splicing while no 
signaIs with a size expected for W1spliced transcripts were amplified. Splice sites of the 
HTLV-3 antisense transcript were positioned at nt 8556 and 7218 for the splice donor (SD) 
and splice acceptor (SA), respectively, while their corresponding SD and SA sites were at nt 
8422 and 7089 for the HTLV-4 antisense transcript. Position of the spliced sites and the 
length of the intronic region were weil conserved between HTLV-3 and HTLV-4. Similar to 
the HTLV-l HBZ protein, in both APH-3 and APH-4 transcripts, the resulting spliced 
transcripts led to the addition of an N-terminal amino acid sequence with a methionine 
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initiation codon derived from exon 1 located in the 3' LTR to the remaining corresponding 
ORF sequence (Figure 2.2C). For APH-3, a total of 9 amino acids were added from exon 1 
while APH-4 exon 1 was responsible for the addition of 4 amino acids. An important 
observation is that unlike HBZ, if the unspliced mRNA might encode for a different APH 
isoform, in both cases, the resulting encoded APH isoform would initiate at a position 
downstream of the splice acceptor site thereby leading to a shorter isoform than the protein 
potentially encoded -from spliced transcripts. 
These results hence demonstrated that both vlruses were capable of producing a 
spliced antisense transcript with a potential to encode for a protein. SignaIs corresponding ta 
an unspliced transcript were not detected in these analyses. 
2.2.4.2 APH-3 and APH-4 transcripts have multiple initiation sites and are 
polyadenylated 
To more precisely characterize APH-3 and APH-4 transcripts, we performed 5'RACE 
analyses (Figure 2.3). Total RNA was thus isolated from 293T cells transfected with proviral 
DNA-deleted versions (for HTLV-3, nt. 4731 to 8918 and for HTLV-4, nt. 4873 to 8742), 
each minimally containing the 3' LTR and the presumed antisense ORF. Based on our 5' 
RACE analyses, 4 different initiation sites were detected for APH-3 transcripts (Figure 
2.3A), while 5'RACE analyses of APH-4 transcripts showed as many as 7 initiation sites 
located at the end of the 3' LTR (Figure 2.3B). 
We were next interested in characterizing the 3' end of both retroviral antisense 
transcripts (Figure 2.3C and D). Again, proviral DNA-deleted versions of HTLV-3 and 
HTLV-4 were transfected in 293T cells and polyA+ RNA were used to identify the 3' end of 
the transcripts by 3' RACE analysis. As depicted in Figure 2.3C and D, both transcripts were 
cleaved and polyadenylated at a single site between a consensus polyA signal and a GU-rich 
sequence, which is often found in proximity to the polyA tail addition site. Interestingly, 
although the composition of the targeted dinucleotide for cleavage was different for bath 
retroviruses (AG and CC for HTLV-3 and HTLV-4, respectively), they occurred at an equal 
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distance from the polyA signal (19 nt.). Based on the overall position of transcription 
initiation sites and polyA addition sites, the size of the APH-3 and APH-4 transcripts were 
evaluated to be of 2.4 kb and 2.3 kb, respectively. 
2.2.4.3 Cellular localization of both APH-3 and APH-4 
The resulting ammo acid sequence of APH-3 and APH-4 was compared to the 
previously published HBZ and APH-2 sequence (Figure 2.4). This comparison revealed that 
the described bZIP domain of HBZ was not conserved among both APH-3 and APHA. 
Basic-rich regions were however noted at similar positions to fonnerly identified BR regions 
of HBZ (Hivin et al., 2005) and could reflect potential NLS sequence for both APH-3 and 
APHA. In addition, LXXLL and LXXLL-like motifs known to be responsible for an 
interaction of HBZ with CBP/p300 (Clerc et al., 2008) were identified in both APH-3 and 
APH-4 proteins. 
Based on these analyses, we next detennined the cellular localization of APH-3 and 
APH-4 using expression vectors for both proteins tagged with a Myc epitope at their amino 
ends. These vectors were transfected in COS-7 cells and analyzed by confocal microscopy. 
In these analyses, APH-3 mainly localized in the nucleus but showed significant staining in 
the cytoplasm (Figure 2.SA). Similar staining was also noted in transfected 293T cells (data 
not shown). Analyses were conducted on 293T cells transfected with the Myc-tagged APH-4 
expression vector. Interestingly, more reminiscent ofHBZ, APH-4 was strictly present in the 
nucleus. These confocal microscopy experiments were also tested on cells transfected with 
COOH-tagged APH expression vectors and again led to similar results (data not shown), 
indicating that the added tag and its position likely did not contribute to the cellular 
distribution of APH-3 and APHA. 
To further analyze the cellular localization of APH-3 and APHA, live cell imaging 
experiments were conducted in COS-7 cells transiently transfected with either APH-3-GFP or 
APHA-GFP expression vectors. As illustrated in Figure SB, the APH-3-GFP fusion protein 
localized to the nucleus and partially to the cytoplasm at 48 h post-transfection whereas the 
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APH-4-GFP fusion protein was strictly localized to the nucleus. Hence, cellular localization 
ofthese fusion proteins fol1owed the same trend as with the Myc tag constructs. Transfection 
experiments in 293T cel1s demonstrated similar results (data not shown). We also verified if 
APH-3 and APH-4 had a nucleolar localization (Figure 2.5C). We thus transiently co­
transfected APH-3-GFP or APH-4-GFP expression vectors with a nucleolin-dsRed­
expressing plasmid. Cells were observed by confocal microscopy 48 h post-transfection and 
confinned that sorne of the signaIs specific for both APH-3 and APH-4 demonstrated a 
nucleolar localization. 
To confirm the cellular distribution ofboth APH-3 and APH-4, Western blot analyses 
were performed on nuclear and cytoplasmic extracts prepared from 293T cel1s transfected 
with expression vectors for Myc-tagged HBZ, APH-3 or APH-4 (Figure 2.5D). Controls 
consisted of extracts from cells transfected with the empty expression vector. Extracts indeed 
revealed the expected size for APH-3 (28 kDa) while APH-4 indicated a lower molecular 
weight than the predicted size, being 22 kDa. Previous reports (Arnold et al., 2006; 
Cavanagh et al., 2006) have also highlighted that HBZ demonstrated a migration differing 
from its expected size of27 kDa. As predicted, both APH-4 and HBZ were mainly present in 
nuclear extracts while showing a more modest signal in cytoplasmic extracts. On the other 
hand, the APH-3 signal was present in both extracts, although it was present at higher levels 
in the nucleus. Interestingly, a higher molecular weight signal was apparent almost 
exc1usively in the nucleus of APH-3-expressing cells. 
Together, these results support cellular localization shared between HBZ, APH-3 and 
APH-4. In terms of localization, APH-4 had an almost identical distribution to HBZ whereas 
APH-3, even though partially cytoplasmic, nonetheless resembled to HBZ in terms of its 
nuclear signaIs. 
2.2.4.4 Partial co-Iocalization between HBZ and APH-3 and APH-4 
As APH-3 and APH-4 present certain similarities with HBZ, cellular localization of 
these proteins were thus directly compared. COS-7 cells were transiently co-transfected with 
APH-3-GFP or APH-4-GFP expression vectors along with an HBZ SPI mRFP expression 
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vector and analyzed 48 h post-transfection (Figure 2.6B and 2.6C). The majority of the 
punctuated structures of both APH-3 and APH-4 fusion proteins co-localized with HBZ­
rnRFP in the nucleus, although certain speck1ed structures were differently positioned from 
HBZ as determined by the merging of both signaIs. As expected, the cytoplasmic signaIs 
observed in APH-3-GFP-expressing cells did not co-Iocalize with HBZ (Figure 2.6B). As a 
control, free GFP and free rnRFP were expressed in COS-7 cel1s and presented homogenous 
signaIs different from the signaIs seen with the antisense GFP fusion proteins (Figure 2.6A). 
2.2.4.5 Promoter studies on both RTLV-3 and RTLV-4 antisense transcripts 
To further characterize APH-3 and APH-4 gene expression, promoter activity was 
analysed in Jurkat cells using constructs in which a luciferase reporter gene along with a 
polyA signal was inserted in frame with the amino acid sequence present in exon 2 of both 
APH-3 and APH-4 (Figure 2.7A). Jurkat ce11s were subsequently transfected and then either 
left untreated of stimulated with a series of known T-cell activators. In non-stimulated 
conditions, luciferase activity was found to be modest but significant showing no strong 
differences between HTLV-3 and HTLV-4 constructs (data not shown). Stimulation also led 
to an increase in luciferase activity for both vectors and both promoters tended to be more 
responsive to the addition of the PTP inhibitor, bpV[pic], a strong T-cel\ activating agent 
(Figure 2.7B). Fold inductions nonetheless remained modest. 
2.2.4.6 Tax-driven HTLV LTR activation is inhibited by APH-3 and APH-4 expression 
and is dose-dependent 
Former studies have demonstrated that the HTLV-I-encoded HBZ protein inhibited 
Tax-mediated activation of LTR-driven sense expression. In addition, this inhibition was 
mediated (at least partially) by direct interaction with CREB-2 through its leucine zipper 
domain. As APH-3 and APH-4 seems to lack such a domain, we tested whether these two 
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viral proteins could nonetheless act upon Tax-mediated HTLV-1 LTR activation (Figure 
2.8A). Two different doses of the HBZ, APH-3 or APH-4 expression vectors were 
transfected in 293T cells along with pHTLV-1 Luc and a Tax 1 expression vector. Results 
indicated that both APH-3 and APH-4 could block HTLV-l LTR transactivation by TaxI as 
potently as HBZ. The analysis further demonstrat~d that higher levels of the APH-3 or APH­
4 expression vectors led to more pronounced inhibition of Tax I-mediated HTLV-1 LTR 
transactivation. To verify that these HTLV-1 LTR repressions were not due to reduced Tax 1 
expression mediated by inhibition of the CMV promoter itself in the expression vector, 
Western blot analyses were performed on cell lysates prepared from 293T cells similarly 
transfected as above. Tax I levels were generally stable in all conditions, although vatiations 
were observed among the samples. The intensity of the GAPDH signal was also overaH 
comparable. 
We next wanted to determine whether aH three antisense proteins had an inhibitory 
effect on the Tax protein from another HTLV virus. Hence, expression vectors for APH-3, 
APH-4 and HBZ were transfected in 293T cells along with expression vectors for TaxI or 
Tax3 and pHTLV-I luc (Figure 2.8B and 2.8C). Measurement of normalized Iuciferase 
activity demonstrated that HBZ blocked Tax land Tax3 activation of the HTLV-1 LTR. 
Similarly, both APH-3 and APH-4 showed a capacity to block HTLV-I LTR upregulation 
mediated by either Tax1 or Tax3. 
These results therefore indicated that, although APH-3 and APH-4 lack a typical 
bZIP domain, both proteins can alter the extent of activation of the HTLV-I LTR mediated 
by either TaxI or Tax3 and could therefore play a similar role in HTLV-3 and HTLV-4 
replication. 
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2.2.5 Discussion 
HTLV-3 and HTLV-4 retroviruses have been recently isolated from Cameroon 
individuals, which showed no sign of illness (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005). 
Studies have further demonstrated that a number of retroviral genes are shared with the 
related HTLV-l and HTLV-2 viruses (Calattini et al., 2006; Chevalier et al., 2006; Wolfe et 
al., 2005). Given that recent evidence points to the importance of the newly discovered 
antisense-encoded HBZ gene in both HTLV-1 replication and ATLL development, the goal 
of this study was to provide evidence for the existence of antisense transcripts in these viruses 
and to further assess the possible functional relevance of their encoded proteins. 
Our in silico analyses confirrned previous reports in that a potential ORF was indeed 
present on the antisense strand of the HTLV-3 and HTLV-4 genomes. Our analyses have 
indeed demonstrated that these proteins seemed devoid of a classical bZlP domain but 
contained a certain number of basic-rich regions similar to basic regions identified for HBZ. 
Although these basic amino acid-rich regions could serve in targeting APH-3 and APH-4 to 
the nucleus, these domains could also participate in modulating the transcriptional 
modulation of APH-3 and APH-4. 
Our RT-PCR analyses and 3' RACE experiments have conclusively indicated that the 
antisense transcripts of HTLV-3 and HTLV-4 are spliced and polyadenylated. The splicing 
pattern was similar to that of HBZ with a similar intronic size. Although more analyses are 
needed, CUITent results argue for low abundance ofunspliced transcripts and therefore suggest 
that no other isoform could be produced from the antisense transcript. In addition, unlike 
HBZ, translation of APH-3 and APH-4 would initiate with a methionine resulting in the 
deletion of 15 and 24 amino acids from the NH2 end, respectively. Such deletions might 
cause important changes in the protein and might suggest why unspliced transcripts are not 
abundant and therefore do not lead to synthesis of another isoforrn. Analyses of the SD and 
SA sequence have revealed typical consensus sequence. Consensus polyA signal and GU­
rich sequences were also identified in proximity to the polyA addition site for both HTLV-3 
and HTLV-4. This is again reminiscent of the situation of the HBZ transcript. In fact 
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positioning of the polyA addition site for APH-3 and APH-4 RNA is equivalent to the HBZ 
gene and likely reveals specific constraints associated with antisense transcription. 
The analysis of the amino acid composition of both APH-3 and APHA and their 
comparison to HBZ demonstrated important differences. First and importantly, software 
analysis of APH-3 and APH-4 did not highlight a LZ domain, amarked difference with HBZ. 
In addition, APH-3 showed important differences in amino acid sequence. However, it 
should be stressed that like HBZ, basic regions were identified and LXXLL and LXXLL-like 
motifs (known to be responsible for binding p300/CBP) were also noted. These similarities 
might indeed contribute to the similarity in cellular localisation and functional aspects 
between APH-3, APH-4 and HBZ. Confocal and Western blot experiments have indeed 
indicated that APH-3 and APH-4 are both nuclear (at least partly for APH-3). The NLS 
sequence, which mediates nuc1ear targeting, remains however to be determined but might 
reasonably involve similar regions to those responsible for nuclear localisation of HBZ. 
Furthermore, like HBZ, both APH-3 and APH-4 co-Iocalized with the nuc1eolus. 
Another interesting observation is the cytoplasmic localization of APH-3 observed in 
both 293T and COS-7 cel1s. This observation might be indicative of the existence of a 
potential nuc1ear export signal. It is also important to note that a higher molecular weight 
signal was noted in our Western blot analysis in APH-3-expressing cens and that this signal 
was mainly localised to the nucleus. This opens up the possibility that nuclear localisation 
for APH-3 (and even for HBZ and APH-4) couId be importantly modulated by potential post­
translational modifications, such as phosphorylation or sumoylation. Interestingly, the viral 
Tax protein has been previously shown to be altered in its nuclear distribution by 
sumoylation events (Lamsoul et al., 2005). Further experiments will be required to assess if 
this is indeed the case for HTLV-derived antisense proteins. 
Studies of the APH-3 and APH-4 promoters using the luciferase reporter gene have 
further showed that their expression was stimulated by known T-cell activators, albeit 
weakly. Similar results have been obtained with constructs for the HBZ gene. It might be 
expected that, as for HBZ expression, Tax expression would induce its expression via the 
equivalent TRE sequences present in the U3 region (Landry et al., 2008; Yoshida et al., 2008) 
and CUITent experiments are addressing this possibility. 
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Functional analyses have been investigated for both APH-3 and APH-4. HTLV-l 
LTR has been previously shown to also be activated by Tax3 (Calattini et al., 2006). Our 
analyses have revealed that both antisense proteins could indeed inhibit Tax 1- and Tax3­
mediated HTLV-1 LTR activation. This raises the issue, as we have previously 
demonstrated, that the leucine zipper domain is not the only amino acid segment responsible 
for Tax inhibition by HBZ (Clerc et al., 2008). Amino acid sequence of both APH-3 and 
APH-4 highlights possible LXXLL and LXXLL-like motifs, which are known to mediate 
interaction with p300/CBP and are related to the interaction of HBZ and p300/CBP. Hence, 
the mechanism of Tax inhibition is likely different from HBZ and should further be 
considered in the context of the differences in cellular distribution of the different antisense 
proteins. These differences could also impact on cellular genes modulated differently by 
HBZ, APH-3 and APH-4 and might affect their capacity to modify cellular proliferation 
and/or transformation. 
The CUiTent data demonstrate that antisense transcription is a common mode of 
expression in HTLV viruses (and likely STLV family members). Recent results have also 
confirmed that a similar antisense transcript and encoded protein was being produced from 
the HTLV-2 virus (Halin et al., 2009), a virus which has not been related to any 
haematological malignancies. The similarity between these transcription patterns and the 
function or their encoded proteins highlight the importance of antisense-encoded HTLV gene 
for replication. Furthermore, a link between HBZ and ATLL development has been 
suggested. It is not currently known if HTLV-3 and HTLV-4 are also associated with human 
diseases and future studies will help in assessing this possibility as well as the possible 
association of viral proteins (including APH-3 and APH-4). In addition, it will be interesting 
to determine if other human and non-human retroviruses might also be capable of producing 
antisense transcripts with an encoding capacity. 
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2.2.7 Figure legends 
Figure 2.1. Position of the antisense ORF in the HTLV-3 and HTLV-4 genomes. 
The HTLV-3 2026ND (A) and HTLV-4 HT4v2 (B) molecular clones are depicted with 
known genes. The positioning of the putative APH-3 and APH-4 ORF from the antisense 
strand is indicated below each proviral DNA. A 5' deleted version of these vectors terrned 
pHTLV-3 ~EcoRV and pHTLV-4 L\SacI, respectively are also presented. The size of the 
proviral DNA (ful1length or 5' end deleted version) is indicated for each retrovirus. 
Figure 2.2. Detection of spliced HTLV-3 and HTLV-4 antisense transcripts. 
293T cells were transfected either with pHTLV-3 ~EcoRV (A) or pHTLV-4 ~SacI (B). 
RNA was extracted and analyzed by RT-PCR for the presence of antisense transcripts using 
the primer combinations 21-3/19-1 (A) or 21-1/23-3 (B). Deduced spliced transcripts for 
each proviral DNA are depicted and position of the SD and SA sites are indicated below 
(nucleotidic positioning from sense strand). Control (-) = no cDNA added in the PCR 
reaction; M= 100 bp marker (* 600 bp). C. Amino acid sequence deduced from spliced 
APH-3 and APH-4 RNA next to the spliced junction. The amino acid is shown above each 
sequence. As a reference, the nucleotidic and amino acid sequences predicted for unspliced 
transcripts are also provided for comparison. Asterisks represent in frame stop codons. 
Figure 2.3. Identification of transcription initiation sites and poly A addition sites for 
APH-3 and APH-4 transcripts. 
Cultured 293T cel1s were transfected with proviral DNA-deleted versions of either pHTLV-3 
(nt 4731 to 8918 containing the 3' LTR and the antisense ORF) (A, C) or pHTLV-4 (nt 4873 
to 8742 containing the 3' LTR and the antisense ORF) (B, D). RNA was extracted 48 h post­
transfection and analyzed by 5' or 3' RLM-RACE. In panels A and B, the antisense 
nucleotide sequence of the 3' LTR is depicted and initiation sites are shown by broken 
arrows. In panels C and D, sequence of the APH-3 and APH-4 mRNA and ofboth 3' poly A 
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tail are shown. In the sequence below, the position of the c1eavage site and the presence of 
both polyA signal and GU-rich sequence are highlighted. Lane (-): PCR amplification in the 
absence of any cDNA. M= 100 bp marker (* 600 bp). 
Figure 2.4. Amino acid sequence of the predicted APH-3 and APH-4 proteins. 
The amino acid sequence of APH-3 and APH-4 were deduced from the 2026ND (HTLV-3) 
and HT4v2 (HTLV-4) strains, respectively. Both sequences were compared to the amino 
acid sequence of the HBZ-SPI isoform and to the previously reported sequence of the 
HTLV-2-derived APH-2 antisense protein. The described BR2, BRIand DNA-binding 
domain (DBD) are indicated above the HBZ sequence, while the LZ domain is displayed in a 
box. LXXLL and LXXLL-like motifs are underlined in both APH-3 and APH-4 amino acid 
sequences. 
Figure 2.5. APH-3 and APH-4 demonstrate different cellular localizations. 
pMycAPH-3 and pMycAPH-4 (A) expression vectors were transfected into COS-7 cel1s. 
Thirty-six hours post-transfection, ce11s were fixed and stained as described in Material and 
Methods. Ce11s were mounted in ProLong Antifade in the presence of propidium iodide. 
Images are representative of the entire population of transfected cel1s. Images on the right 
side of the panels are presented after merging of both Myc (green) and PI (red) signaIs. 
Samples were observed through the BioRad laser-scanning confocal microscope MRC­
1024ES with a 60X objective under oil immersion and a numerical aperture of 1.4. Images 
were acquired with the LaserSharp software. B. The parental peGFP-NI, pAPH-3-GFP and 
pAPH-4-GFP expression vectors were transfected into COS-7 cel1s. Thirty-six hours post­
transfection, cel1s were visualized by confocal microscopy. Images on the left colurnn 
represent the GFP signal, the middle colurnn shows phase contrast and the right colurnn 
depicts merging of both phase contrast and the GFP signal. C. pAPH-3-GFP and pAPH-4­
GFP expression vectors were co-transfected with pNuc1eolin-dsRed in COS-7 ce11s. Forty­
eight hours post-transfection, ceUs were observed by confocal microscopy. Images on the 
left colurnn represent the GFP signal (green), the middle colurnn shows the dsRed signal and 
the right coIurnn presents merged GFP and dsRed signaIs. Samples were maintained in 
supplemented DMEM medium during observation. The BioRad laser-scanning confocal 
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microscope MRC-I024ES was used to visualize positive cells with a 20X objective under 
water immersion and a numerical aperture of 0.75. D. Cell lysates (50 mg) from 293T cells 
transfected with pHBZ-Myc, pMycAPH-3 or pMycAPH-4 were first separated in 
cytoplasmic (Cyt) and nuclear (Nuc) fractions and then subjected to electrophoresis on a 12 
% Bis-Tris gel and analyzed by Western blot with an anti-Myc antibody. Cel1s transfected 
with the pcDNA3.1/Myc parental vector served as negative control (CTL). For APH-3, the 
asterisk points to the major signal with the expected size. 
Figure 2.6. Partial colocalization of APH-3 and APH-4 with HBZ. 
A. Parental vectors peGFP-NI and pmRFP were transfected in COS-7 cells and visualized 
through confocal microscopy. (B) pAPH-3-GFP and pAPH-4-GFP (C) expression vectors 
were co-transfected with HBZ SPlrnRFP into COS-7 cel1s. Forty-eight hours post­
transfection, cel1s were observed by confocal microscopy. Images on the top represent the 
GFP signal (green), in the middle shows the rnRFP signal (red) and at the bottom depicts 
merging of both GFP and rnRFP signais. Samples were maintained in supplemented DMEM 
medium during observation. The BioRad laser-scanning confocal microscope MRC-I024ES 
was used to visualize positive cel1s with a 20X objective under water immersion and a 
numerical aperture of 0.75. 
Figure 2.7. Antisense expression is upregulated in Jurkat T cells after activation. 
(A) The firefly luciferase reporter gene was inserted in frame with the exon 2 of both APH-3 
and APH-4 along with a polyA signal cassette at its 3 'end generating pHTLV-3-as-Iuc and 
pHTLV-4-as-Iuc. (B) Both luciferase-encoding constructs were transfected in Jurkat T cells 
and were then activated for 8 h with PHA, PMA, ionomycin, bpV[pic], forskolin, TNFa or a 
combination of these agents. Luciferase activity was measured from cell Iysates of three 
independently stimulated sampIes and is presented as the average fold induction (+/- S.D.) 
where a value of 1 is given to unstimulated cel1s. These results are representative of four 
independent experiments. 
Figure 2.8. APH-3 and APH-4 repress Taxl- and Tax3-dependent transactivation of the 
HTLV-l LTR. 
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A. 293T eeUs were transiently eo-transfeeted with pHTLV-I lue and pCMVTaxl together 
with O.2/-Lg or OA/-Lg pHBZ-SPI-Mye, pMyeAPH-3 or pMyeAPH-4 (eompared to the empty 
veetor peDNA3.1) and pReAetin-IacZ. Cells were lysed 48 h post-transfeetion. Presented 
lueiferase aetivities are an average of three independent transfeetion experiments and are 
depieted as the average normalized lueiferase aetivity +/- SD. These results are 
representative of three independent experiments. In the bottom panel, eells lysates (25/-Lg) 
were prepared from these transfeetions and analyzed by Western blot using an anti-Tax 
serum or mouse anti-GAPDH. B-C. 293T eells were transiently transfeeted with pHTLV-1 
lue and pCMVTax1 (B) or pCMVTax3 (C) together with pMyeAPH-3, pMyeAPH-4 or 
HBZ-SP1-Mye (eompared to the empty veetor peDNA3.1) and pReAetin-laeZ. The 
presented lueiferase aetivities are an average of three independent transfeetion experiments 
and are depieted as the average normalized lueiferase aetivity +/- S.D. These results are 
representative of three independent experiments. 
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A 
----<A"H-3"------i 
8917 TGTTTGCCTTCTTTCCTAGGGCTAGCAGCTTTAGCCCTGATTCTCTAGAGACC
 
8864 CAACTCCGAGCTGGGTAACCTTACAGGCGCTG~CCCTGGGCCAAGCCTCGC
 
8814 TGCTGACAGCAGAAGTGCTACTTTCGATTTAG1GTCGACCGCCAAAGAAAGA
 
8763 GACTTGAAACAAGGAAGTAGAGAAAGCCCTGGGCCCTTTGCTGAGGGGGAG
 
8713 CAACCTTAAGAGCCGCGCGAGAGAGCTCCAGGGGAGCGGCCCAGGGGTGA
 
8664 TGGCCTAGCTCGACCCAGTGGGATCTTACCGAGTGGAAGGCLGGCGGAGjT
 
8614 GCGCGAAGTGCCACC]AAATAGAAGAGGGATGGCTCGATCCCGAAGCGGCG
 
8565 ATTCAGGTAGGCAGGAATGACCAAAGTCGGACCGTGGCCAGAGGAGGGGTT
 
8515 GGCGAGGTGCAGAAAAGGGATCCCATTTTTAGGTTGCTCTCCCCTT
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----<A.PH-4I-----jL 
8748 GTCGAJÇGGAGGGGTTTGAGTACAGCGGGCTTAAGGTGGTGCG~CCGCGC 
8699 GGCTCjAGG~CT...Q~CCCGGGCCAAGTGAGCTGGAGGCGCTT l TC [GTTTT 
8651 CGGTTGGC1GC1GlAAGAGATTAACACGGACGCGGAAGAGGGGTGGAGGG 
8504 CCGTAGCCTTGCAAGCAGAGGCTTGGGCAGTCTCGGAGACTTCCCTGGGA 
8554 GCGACTACAGAAACTGTAGCCAAGCTCGGACCAAGGGGGGACTTACCCAA 
8503 GGGGTGGTTCAGGAGGTGCGACAACCAGGAGACCGGCAGCCGGCGGCGT 
8454 CTCAACTGATTGACCAGGAGATGGACACTCGAGGTGAGCAGGGCGATCGG 
8403 CAAGAGAGCGAGCCCCCTCCTGAACCATCCTCATGCTTATATAGGCTAGGC 
8351 TGTCTTTATTGATGGTTTAAGCAAATTTTTTGGGGAAGGGGGTAGTCGTCAC 
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3.1 Contribution des auteurs 
Titre de l'article: 
HTLV-3 and HTLV-4 antisense proteins activate JunB-, c-Jun­
and JunD-dependent transcription 
Auteure principale: Émilie Larocque 
Collaborateurs: Dr Jean-Michel Mesnard et Dr William Switzer 
Directeur de recherche: Dr Benoit Barbeau 
Ce deuxième article a été rédigé par moi-même Émilie Larocque avec le soutien du Dr 
Barbeau. La totalité des expériences a aussi été réalisée par moi-même.. Marilène Halin et Dr 
Sébastien Landry ont quand à eux participé aux idées scientifiques. Dr Switzer nous a fourni 
les ADN proviraux de HTLV-3 et HTLV-4. De plus, Dr Mesnard a fourni les différents 
vecteurs d'expression Jun et la construction colJagénase. Cette étude réalisée dans le 
laboratoire du Dr Barbeau, a mené à cet article rédigé selon les exigences de l'Université du 
Québec àMontréal. La version soumise comme « short communication» au journal « Journal 
of Virology » a cependant été modifiée afin de répondre à leurs exigences. 
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3.2.1 Abstract 
HTLV-3 and HTLV-4 are two newly discovered human retroviruses. These retroviruses have 
not yet been linked to any diseases but share important similarities with the HTLV-l virus. 
Over the years, the antisense protein of HTLV-1, termed HBZ, implicated in the development 
of ATLL has been studied and shown to interact with Jun family members and modulate their 
transactivation potential. We have recently identified antisense genes in HTLV-3 and HTLV­
4, termed APH-3 and APH-4 respectively, encoding proteins lacking a typical bZIP domain 
while still inhibiting Tax transactivation capacity. In this study, we show unlike HBZ, that 
APH-3 and APH-4 up-regulate the transactivation potential of aIl Jun family members. 
Deletion mutants showed that the atypical bZIP domain of both APH-3 and APH-4 seem to 
be required. 
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3.2.2 Findings 
The Human T-cell Leukemia Virus type 1 (HTLV-1) is the etiological agent of Adult 
T-cell Leukemia/Lymphoma (ATLL) and HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropica1 Spastic 
Paraparesis (HAMlTSP) (Miyoshi et al., 1981; Poiesz et al., 1980; Poiesz et al., 1981; 
Yoshida et al., 1982). In North America, a link between the prevalence for T-ceIl Iymphoma 
and HTLV-1 seropositivity has also been suggested (Poiesz et al., 2001). Although an 
important number of individuals are infected by HTLV-1, as few as 5% of infected 
individua1s will eventually deve10p ATLL (Mortreux et al., 2003). HTLV-2 is close1y related 
to HTLV-1 and shares most viral genes al though this virus presents a more important tropism 
for CD8 + T cens (vs. CD4+ T cells for HTLV-1) (Feuer and Green, 2005). Clinically, 
HTLV-2 is distinct from HTLV-1, as it has only been seriously linked to HAM-like 
pathologies (and not to leukemia) (Araujo and Hall, 2004). Recently, new HTLV viruses, 
termed HTLV-3 and HTLV-4, have been isolated (Calattini et al., 2006; Calattini et aL, 2005; 
Wolfe et al., 2005). These viruses do not seem to be associated with any type of leukemia, 
although further studies are needed (Duong et al., 2008; Thomas et al., 2010). 
The mechanism by which HTLV-1 leads to ATLL is not weil understood. One of the 
best studied associations between HTLV-I and oncogenesis is the viral Tax protein (Yoshida, 
1993). Tax is central for HTLV-1 replication acting on LTR-mediated transcription but is 
a1so known to transform human primary CD4+ T cells and to induce different cancers in mice 
(Benvenisty et al., 1992; Coscoy et al., 1998; Franchini, 1995; Grossman et al., 1995). This 
likely results from the capacity ofTax to activate multiple transcription factors and to induce 
genetic instability (Mortreux et al., 2003; Yamaoka et al., 1996). However, Tax is often not 
expressed in cells from ATLL patients and is thus dispensable at least for the late stage of 
leukemogenesis (Matsuoka and Jeang, 2007). Selective pressure mediated by strong anti-Tax 
immune response mightjustify the 1ack ofTax expression in ATLL cells. 
Previous studies have shed light on the existence of the HBZ (HTLV-I bZIP) protein, 
which is encoded on the antisense strand of the HTLV-1 genome (Gaudray et al., 2002). 
Although suggested for other retroviruses (Bliquet et al., 2001; Briquet and Vaquero, 2002; 
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Michael et a1., 1994b; Peeters et a1., 1996; Tagieva and Vaquero, 1997; Vanhee-Brossollet et 
a1., 1995), these studies demonstrated for the first time the encoding potential of these 
retroviral transclipts. Two HBZ isofonns can be produced with one of them being most 
abundant and dependent on a spliced transcript (Cavanagh et a1., 2006; Murata et a1., 2006; 
Satou et a1., 2006). Both HBZ isofonns block Tax-induced and basal HTLV-1 transcription 
and interact with several Jun family members, rendering sorne of these members inactive 
through possible sequestration in transcriptionally inactive nuclear bodies or degradation 
(Basbous et a1., 2003; Hivin et a1., 2007; Isono et a1., 2008; Matsumoto et a1., 2005; Thebault 
et a1., 2004). Reports have demonstrated that HBZ also interacts with numerous other 
transcription factors, sorne of which are equally important for cell proliferation (Reinke et a1., 
2010; Zhao et a1., 2008). Further analyses of this new gene have shown that, as opposed to 
the Tax gene, spliced HBZ transcripts is detected in most ATLL cell lines and PBLs from 
infected patients (Cavanagh et a1., 2006; Murata et a1., 2006; Satou et a1., 2006). We and 
others have argued that HBZ could be a possible player in late stage leukemogenesis 
(Barbeau and Mesnard, 2007; Matsuoka and Jeang, 2007; Mesnard et a1., 2006). 
We have recently reported that HTLV-2 also produces an antisense protein (Halin et 
a1., 2009). ln addition, our latest finding has confinned the existence of similar antisense 
genes in HTLV-3 and HTLV-4, tenned APH-3 and APH-4 (Larocque et al., unpublished 
data). Although these three new viral proteins lack a classical bZIP domain, they all share 
the capacity to act upon Tax-mediated HTLV LTR activation. Herein, we have investigated 
the potential modulation of Jun family members by APH-3 and APH-4 and demonstrate that, 
as opposed to HBZ, both viral proteins augment the transcriptional activation potential of 
JunD, c-Jun and JunB through their bZIP-like domain. 
It has been demonstrated that HBZ down-regulates JunB- and c-Jun-dependent 
transcription while this protein up-regulates transcription dependent on JunD (Barbeau and 
Mesnard, 2007; Hivin et a1., 2007; Matsumoto et a1., 2005; Thebault et a1., 2004). Since 
APH-3 and APH-4 both are capable of down regulating Tax-driven transactivation of the 
HTLV-1 LTR alike HBZ, we tested if these newly characterized viral proteins could 
similarly affect cellular transcription factors of the Jun family. To test this, 293T cells were 
72 
transiently co-transfected with a construct expressing the luciferase repolter gene positioned 
downstream of the collagenase promoter (bearing an AP-l-binding site) (O,4ug) and either 
pCMVJunDFlag, pCMVJunE or pCMVc-Jun (0,2ug) together with O,4ug of pHBZ-SPl­
Myc, pMycAPH-3, pMycAPH-4 or the empty vector pcDNA3.1 and pRcActin-lacZ (0,2ug) 
using the Lipofectamine™ 2000 reagent (Invitrogen) according to manufacturers' 
instructions. Forty-eight hours post-transfection, cells were lysed and luciferase activity was 
measured, nonnalized by ~-galactosidase activity and the average of fom independent 
transfections (+/- S.D) was calculated. In Figure 3.1 (A-C), the effect of HBZ on the 
modulation of the collagenase promoter by the different Jun members was confirmed, i.e. 
both JunE and c-Jun were negatively affected while JunD presented a more pronounced 
activation potential (Barbeau and Mesnard, 2007; Thebault et al., 2004). Surprisingly, both 
APH-3 and APH-4 activated transcription for all tested Jun family members. Since, HBZ 
inhibits JunB- and c-Jun-dependent transcription by re-Iocalizing these transcription factors 
into inactive nuc1ear bodies while re-Iocalizing JunD to the HBZ-associated speckles, we 
were thus interested in detennining if APH-3 and APH-4 could also impact on the cellular 
distribution of Jun proteins. COS-7 cells were thus transfected with pCMVJunDFlag (0,4)lg) 
and pMycAPH-3(0,4)lg) or pMycAPH-4 (O,4)lg) using the Lipofectamine™ 2000 reagent 
(Invitrogen) according to manufacturer's instructions. Cells were fixed in 4% 
parafonnaldehyde and perrneabilized in 0,5% Triton at 36 hours post-transfections. Cells 
were immunostained using .an anti-myc antibody (AI4) purchased from Santa Cruz 
Biotechnology Inc. (Santa Cruz CA), and the monoclonal antibody ANTI-FLAG®M2, clone 
M2 (Sigma-Aldrich, St. Louis) and subsequently mounted in ProLong Antifade on slides for 
confocal microscopy. When expressed alone, a typical signal for JunD was observed, which 
was reflected by the diffuse pattern presented throughout the nucleus (Figure 3.1D) (Thebault 
et al., 2004). When either APH-3 or APH-4 was co-expressed with JunD, the previously 
described signal was observed for APH-3 and APH-4, with nuclear speckle structures in the 
nuc1eus while APH-3 was also partially observed in the cytoplasm. Unexpectedly, JunD was 
not re-localized to these nuclear speckles, which is different from the observed effect of HBZ 
on this Jun member (Figure 3.1 D). Since APH-3 and APH-4 only partially co-Iocalize with 
HBZ (Larocque et al., unpublished data), these proteins might have developed different 
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mechanisms to regulate Jun-dependent transcription. We are cunently analysing if APH-3 
and APH-4 have the capacity to re-localize JunB or c-Jun . 
We were then interested in identifying functional regions in APH-3 and in APH-4 
responsible for this increase in activation potential mediated on the various Jun family 
members. To do so, we progressively removed regions representing the leucine zipper motif, 
the DNA binding domain, the BRI and BR2 motifs (Figure 3.2A). The deletion mutants were 
generated from the pMycAPH-3 and pMycAPH-4 constructs (Larocque et al., unpublished 
data) using the Phusion™ Site-Directed Mutagenesis Kit according to manufactmer's 
instructions. For the APH-3 deletion mutants, the forward pnmer 5' ­
GAGGAATACTTTTGGTATATGGACTGTT-3' was used in combination with either the 
reverse primer 5'-GTCTATACAGTCCAGTTGCTGTCG-3' for pMycAPH-3!'1l57, 5' ­
CCTCTCCTCCAGCTCTTCGC-3' for pMycAPH-3!'1142, 5' ­
CCAATAACTCAGCAGTTGCTCCTG-3' for pMycAPH-3!'1122 or 5' ­
GGGTCGTTTGCCATTCCCCTG-3' for pMycAPH-3!'189. For the APH-4 deletion mutants, 
the 
forward primer 5' -GGAGAATTATTTCGGTTATCAGCTGG-3' was used in different 
combinations with the reverse primer 5' -GTCCATGCACTTCCGTTGTTGATG-3' 
pMycAPH-4.1.103, 5'-TTGATGACGCGCCTCTCTCTCCTTGCGCT-3' for pMycAPH­
4!'197, 5'-CAGGAGCCGCTGAATCTCCG-3' for pMycAPH-4!'168 or 5' ­
TTTGCGCGCACGACGAGCG-3' for pMycAPH-4!'136. Each mutant was verified for its 
stability by western blot analyses. 293T cel1s were thus transiently transfected with 
pMycAPH-3WT, pMycAPH-4WT or their respective mutants as described above. A total of 
40).!g of total cel1 extracts were loaded on a 15% SDS-PAGE gel. The membrane was 
incubated with an anti-Myc antibody and revealed as previously described (Larocque et al., 
unpublished data). As depicted in Figure 3.2B, the signal for pMycAPH-3WT, pMycAPH­
3!'1l57 and pMycAPH-3!'1142 was more intense than for pMycAPH-3!'1l22, whereas 
pMycAPH-3.1.89-expressing cells presented no detectable signal. The same observation was 
made in the case of APH-4 (Figure 3.2B right panel). The plasmids pMycAPH-4WT, 
pMycAPH-4.1.103, pMycAPH-4.1.97 had a high level of expression while pMycAPH-4!'168 
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was poor1y detected. However, pMycAPH-4~36 could not be detected by western blot 
analysis. 
Similar1y to HBZ, APH-3 and APH-4 have very basic regions adjacent to their 
atypicalleucine zipper motif and these proteins are found in speckle structures in the nucleus 
when observed by confocal microscopy (Larocque et al., unpublished data). To verify if the 
various deletion mutants of APH-3 and APH-4 altered cellular localization of these proteins, 
using the Lipofectamine™ 2000 reagent, we transfected COS-7 cel1s with pMycAPH-3WT, 
pMycAPH-3~lS7, pMycAPH-3~142, pMycAPH-3~122, pMycAPH-3~89, pMycAPH-4WT, 
pMycAPH-4~103, pMycAPH-4~97, pMycAPH-4~ or pMycAPH-4~36. After 36 hours, 
cel1s were fixed and permeabilized with methanol. The cel1s were then immunostained with 
an anti-Myc antibody and the nucleus was stained using propidium iodide (P.L), as 
previously described (Larocque et al., unpublished data). Cel1s were mounted in ProLong 
Antifade and analysed by confocal microscopy. Al1 four APH-3 mutants similar1y localised 
in the nucleus in speckle structures (Figure 3.2e). However, the signal differed lightly from 
APH-3WT in that the signal at the nucleolus seemed to be more pronounced. ln the case of 
APH-4, the mutants also localized in the nucleus (Figure 3.2D). ln these analyses, based on 
similar studies on HBZ, we would have expected that the pMycAPH-3~89 and pMycAPH­
4~36 expression vectors would have presented a non nuclear signal given that the resulting 
proteins were devoid of any BR regions corresponding to those of HBZ (Hivin et al., 2005). 
Further de1etion mutants should help identify al1 NLS required for proper nuclear 
localizations of APH-3 and APH-4. 
As mentioned above, APH-3 and APH-4 possess bZIP-like domains showing 
irregularly spaced leucines or isoleucines and thereby not qualifying as a typical leucine 
zipper motif following in silico analysis. Given that the analyzed mutants (see above) 
showed similar localization, the deIet ion mutants were transfected in 293T cel1s using the 
above approach (Figure 3.1) to identify APH-3 and APH-4 regions responsible for the 
increment in the transactivational potential of Jun family members. The mutants in which the 
leucine zipper motif was minimal1y removed (mutants pMycAPH-3~lS7 and pMycAPH­
4~ 103) demonstrated complete loss of their transactivational potential on c-Jun- and JunD­
dependent positive modulation of the col1agenase promoter construct, implying that this 
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region alone is important for the up-regulation the transcriptional activation by Jun members 
(Figure 3.3). 
An example of an atypical bZIP domain capable of forming a coiled-coil structure 
with a protein-protein interaction capacity has been previously demonstrated for the EBV 
transcription factor Zta (Schelcher et al., 2007). In this study, we have demonstrated that 
both APH-3 and APH-4 can potentiate the transcriptional activation properties of aIl tested 
Jun family members and that this effect depends on the presence of the bZIP-like domain. It 
is thereby likely that these viral proteins interact with Jun members through this domain and 
CUITent experiments are addressing this issue. 
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3.2.4 Figure Legends 
Figure 3.1. APH-3 and APH-4 activate Jun-dependent transcription of the collagenase 
promoter without their relocalization. 
pHBZ-SPI-Myc, pMycAPH-3, pMycAPH-4 or the empty vector pcDNA3.1 were co­
transfected in 293T ce11s along with the co11agenase promoter fused with the luciferase gene 
and with the expression vector for (A) JunB, (B) c-Jun or (C) JunD along with pRcActin­
lacZ. Forty eight hours post-transfection, cel1s were lysed and 1uciferase activity was 
measured. Results were nonnalized for (3-galactosidase activity (+/- S.D). These results are a 
representation of 3 independent experiments. (D) COS-7 cells were transfected with 
expression vectors for JunD, APH-3 or APH-4. Thirty-six hours post-transfection, cells were 
fixed with 4% PFA and penneabilized with 0,5% Triton. Cells were then immunostained 
using an anti-Myc (green) and anti-Flag (red) antibodies and observed by confocal 
mlcroscopy. 
Figure 3.2. Cellular localisation of the deletion mutants of APH-3 and APH-4. 
(A) Schematic representation of the expression vector for the WT APH-3 or APH-4 and their 
respective deletions mutants. The positioning of the domain is based on comparison to the 
previously identified functional regions ofHBZ, which is shown above. (B) Celllysates were 
prepared 48 hOUTS post-transfection from 293T cel1s transfected with expression vectors for 
APH-3, APH-3t.157, APH-3t.142, APH-3t.122, APH-3t.89, APH-4, APH-4t.103, APH­
4t.97, APH-4t.68 or APH-4t.36. SignaIs were then detected by western blot analysis using 
an anti-Myc antibody. The film was exposed for a different length of time to detect certain 
mutants (top and bottom). (C, D). Cos-7 cel1s were transfected with either expression vectors 
for WT APH-3 or its mutants APH-3t.157, APH-3t.142, APH-3t.122, APH-3t.89 and WT 
APH-4 or its mutants APH-4t.103, APH-4t.97, APH-4t.68, APH-4t.36. Ce11s were fixed 
with methanol for 20 minutes at 36 hours post-transfection. APH-3 and APH-4 were revealed 
with an anti-Myc antibody (green) (left panel) in the presence of P.I. for nuclear staining 
(red) (middle panel). The right panel represents a merge of the anti-Myc and P.I. signaIs. 
Ce11s were observed by confocal microscopy. 
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Figure 3.3. Deletion of the APH-3 and APH-4 bZIP-like domain abolishes their impact 
on the transcriptional activation potential of c-Jun and JunD. 
293T cells were co-transfected with either APH-3, APH-3L'<.157, APH-3L'<.142, APH-3L'<.122 or 
APH-3L'<.89 expression vector or APH-4, APH-4L'<.103, APH-4L'<.97, APH-4L'<.68 or APH­
4L'<.36 expression vectors together with the collagenase promoter fused to the luciferase gene 
and with either the expression vector for c-Jun (A) or JunD (B) along with pRcActin-lacZ for 
normalization. Cells were lysed and luciferase activity was measured at forty eight hours 
post-transfection. Results were normalized by (3-galactosidase (+/- S.D) and are a 
representation of 3 independent experiments. 
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3.2.5 Figures 
A B 
30 
20 
~ 
..J 
"l: Il) 
~ li 
,f'
.? JIc-,,, -" 
,
.. -?,W ~:> 
t ­
~ l" 
Jun-B 
H8Z 
+ + 
+ 
+ + c-Jun 
H8Z 
+ + 
+ 
+ + 
APH-3 
APH-4 
+ 
+ 
APH-3 
APH-4 
+ 
+ 
c 
~ 
:: 1.1 
,~ 1.: 
-;- O.~ 
~O.! 
• 0.7 
uU 
.:l O.~ 
'Il O,~ 
] O.~· 
~ 0 r 
" 0.1 
~ oo~-rOL-.ll"j-'-&:;'T";L..J'-"t""""""''T''''L 
J! ,,~ 
'\" 
Jun-D {..f 
HBZ 
+ + 
+ 
+ + 
APH-3 + 
APH-4 
""" 
Figure 3.1 
79 
D
 
CTL Jun-O 
anti-Flag 
APIH-3 
APH-4 
Figure 3.1 
80 
A
 
Figure 3.2 
c 
81 
a·mye PI Merge 
APH·3 WT 
APH-3ô157 
APH-3ô142 
APH·36122 
Figure 3.2 
82 
a·mye PI Merge 
D 
APH·4 WT 
APH·4" 7 
APH-4~6 
APH·4~36 
Figure3.2 
83 
A 
--- 1801....l 170::Jcr: 160
 
Cl> 150
 
~ 25 
2
,} 20 
~ ,
....l 15 
"0 '. 
Cl> 
.~ 10 
'iïi 
E
... 
o 
Z 
c·Jun + + + + + + + + + + + + 
- +HBZ 
+ + + + +APH·3 
+ + + + +APH-4 
B 
!îCl> 
(J') 
2.0~
 
~
 
u 1.5 ~ 
....l
 
'0
 
Cl> 1.0 
.~ 
7ii 
...
E 0.5 
o 
Z o.o....~~ 
Jun-O ++++++++++ ++ 
- +HBZ 
+++++­APH-3 
+ + + + +APH-4 
Figure 3.3 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION COMPLÉMENTAIRE AUX ARTICLES ET 
CONCLUSIONS 
Selon nos analyses in silico, des ORF ont été identifiés entre les gènes env et tw;/rex 
sur le brin complémentaire de RTLV-3 et RTLV-4. Ces ORF auraient le potentiel de coder 
pour des protéines de 221 et 158 acides aminés respectivement. Lors de cette étude, nous 
avons détecté par RT-PCR des transcrits antisens que nous avons nommé APH (Antisense 
protein ofHTLV)-3 et -4. Les résultats de 5'RACE et 3'RACE ont démontré que les transcrits 
APH-3 et APH-4 ont plusieurs sites d'initiation dans le LTR 3' en plus d'être épissés et 
polyadénylés. La traduction de ces transcrits antisens natmels entraîne la production de 
nouvelles protéines rétrovirales jouant des rôles spécifiques au niveau de la transcription. La 
localisation cellulaire de ces protéines est principalement apparue nucléaire ainsi que 
partiellement cytoplasmique pour APH-3 dans différentes lignées cellulaires. Des études de 
co-localisation ont permis d'identifier que les granules retrouvés au niveau du noyau co­
localisent partiellement avec les granules de la protéine virale de RTLV-l, RBZ. De plus, 
grâce à une étude de co-localisation avec la nucléoline, nous avons aussi mis en avant une 
localisation nucléolaire de ces protéines. D'autre part, cette étude a démontré que ces 
nouvelles protéines inhibent la transcription dépendante de la protéine trans-activah'ice Tax et 
activent la transcription dépendante des facteurs de transcription de la famille Jun. Aussi, 
l'activation de la transcription par ces protéines Jun semble être modulée par la région 
présentant un motif « leucine zipper» atypique. Cependant, cette même région ne semble pas 
être impliquée dans l'inhibition de la transcription Tax-dépendante (voir annexe). Ces 
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travaux de maîtrise soulignent clairement la présence de transcrits antisens naturels ayant la 
capacité d'être traduits chez les rétrovirus HTLV-3 et HTLV-4. Ainsi, les protéines codées 
ont des fonctions spécifiques au niveau de la réplication rétrovirale. Enfin, nous démontrons 
que la famille des rétrovirus a évolué afin de conserver ces ORF permettant de coder pour ces 
protéines conférant ainsi au virus une régulation rigoureuse. 
4.1 Étude de la localisation cellulaire de APH-3 et APH-4 
4.1.1 Les protéines APH-3 et APH-4 possèdent une localisation 
majoritairement nucléaire 
Des constructions plasmidiques contenant l'ADN complémentaire de APH-3 et APH­
4 contenant une étiquette mye enN-terminal avaient préalablement fait l'objet d'étude de 
localisation. Les résultats préliminaires avaient démontré que les 2 protéines se retrouvaient 
au niveau du noyau et également au niveau du cytoplasme pour APH-3. Suite à cette 
observation, nous avons construit des plasmides où l'ADNe de APH-3 et APH-4 fut placé 
dans le même cadre de lecture que la « enhanced green fluorescent protein » (eGFP) en C­
terminal où l'ATG de la protéine eGFP a été muté pour un TIG. Cette mutation a entraîné le 
changement d'une méthionine pour une leucine permettant de limiter la production de eGFP 
libre. Ces constructions nous ont ensuite permis de faire des études de localisation en temps 
réel. Ainsi, les résultats ont confirmé que APH-3 était principalement nucléaire et 
partiellement cytoplasmique alors que APH-4 était strictement nucléaire. De plus, ces 
constructions nous ont permis de conclure que le signal observé est caractérisé par des 
granules et non par un signal diffus à travers le noyau. Ces résultats suggèrent que ces 
protéines se localisent donc de façon spécifique, potentiellement en lien associé à leurs 
fonctions. L'avantage de ces dernières constructions est qu'elles nous ont permis de vérifier 
la localisation cellulaire sans modifier les cellules, c'est-à-dire sans traitement pouvant 
potentiellement altérer la localisation de ces protéines. Un point important à mentionner est 
qu'un signal de forte intensité adjacent d'un côté du noyau a pu être observé pour APH-3 et 
APH-4 tout conune avec les constructions possédant l'étiquette mye (mentionné dans le 
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mémoire de Marilène Halin publié en 200S). Cet agrégat pourrait être la cause d'une 
surexpression des protéines puisque le promoteur CMV était présent dans les plasmides ou 
encore dû à une modification post-traductionnelle telle que l'ubiquitination. Dans ces deux 
cas, cet agrégat représenterait potentiellement un aggrésome permettant de dégrader et 
d'éliminer les protéines surexprimées. Afin de s'assurer que c'est bien le cas et non pas un 
signal associé à l'appareil de Golgi, des études de co-localisation, utilisant des marqueurs 
spécifiques à ces compartiments, pourraient être réalisées. 
De plus, il existe très peu d'études faisant état de l'expression de transcrits antisens. 
La détection des protéines APH-3 et APH-4 dans un contexte d'infection renforcerait 
l'existence de ces nouvelles protéines virales. Pour ce faire, une construction contenant 
l'ADN proviral où une étiquette tétracystéine pourrait être cloné en C-terminal de la partie 
codante de l'exon 2 de APH-3 et APH-4. Lorsque les protéines APH-3 et APH-4 seront 
traduites par là machinerie cellulaire, les protéines de fusion seront exprimées et celles-ci 
pourront être détectées par microscopie confocale en présence du substrat de la tétracystéine. 
Ainsi, leur détection dans ce contexte proviral confirmerait que ces transcrit antisens sont en 
effet traduits et démontreraient l'existence de nouvelles protéines virales faisant partie de la 
famille des rétrovirus et le tout en temps réel. 
4.1.2 Les protéines APH-3 et APH-4 co-localisent partiellement au 
noyau avec HBZ 
Lorsque nous avons confirmé la localisation des protéines APH-3 et APH-4, nous 
avons émis l'hypothèse que ces protéines pourraient possiblement se retrouver dans Je même 
compartiment nucléaire que la protéine antisens HBZ. Pour se faire, nous avons cloné la 
séquence codante pour HBZ dans le vecteur d'expression pcDNA3.1 où la séquence de 
rnRFP était insérée et où HBZ était cloné en aval de rnRFP. Les cellules COS-7 ont ensuite 
été co-transfectées en combinaison avec les constructions. Les observations au microscope 
confocal nous ont permis de démontrer que les protéines APH-3 et APH-4 co-localisaient 
effectivement avec HBZ au niveau du noyau. Cependant, il est apparu que plusieurs granules 
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ne co-localisaient pas ensemble. Aussi, nous avons fait l'observation que certains signaux ne 
co-localisaient aucunement. Une observation similaire a été faite avec HBZ; chez les cellules 
transfectées, HBZ avait différents types de patrons de localisation (Hivin et al., 2005). Les 
auteurs de cette étude ont émis 1'hypothèse que ces différentes localisations pourraient être le 
résultat des divers rôles que HBZ pourrait accomplir au niveau de la régulation (Hivin et al., 
2005). Quant à APH-3 et APH-4, il se pourrait donc que la variabilité du signal observé 
puisse également être attribuée aux diverses fonctions de APH-3 et APH-4. De plus, ces 
protéines antisens pourraient également jouer des rôles différents de ceux joués par HBZ, 
expliquant ainsi une localisation nucléaire différente entre APH-3, APH-4 et HBZ. 
À l'aide du programme bioinformatique «Subnuclear Compartments Prediction 
System» (Version 2.0), les protéines APH-3 et APH-4 devraient être localisées au «nuclear 
lamina». Ce compartiment est un réseau de protéines filamenteuses associées à l'enveloppe 
nucléaire interne. De façon intéressante, ce compartiment régule l'expression génique en 
séquestrant les facteurs de transcription(Kind and van Steensel). Certaines protéines liant 
l'ADN ou protéines de la chromatine peuvent lier des loci à la lamina nucléaire(Kind and van 
Steensel). Afin d'identifier le compartiment auquel les protéines APH-3 et APH-4 sont 
associées et qui ne co-localisent pas avec HBZ, des études de co-localisation par microscopie 
confocale avec les compartiments sous-nucléaire pourraient être réalisées. Certains 
compartiments peuvent être préalablement éliminés tels que les corps Cajal, ces derniers 
ayant une forme sphérique et une taille relativement petite (0.1-1.0 Ilm) (Dundr and Misteli, 
2001). Seulement 1 à 5 copies sont présentes par noyau (Dundr and Misteli, 2001). Par 
contre, puisqu'une quantité plus importante de corps est présente dans les cellules exprimant 
APH-3 et APH-4, la possibilité que APH-3 et APH-4 se retrouvent dans ce compartiment 
peut être écartée. Un compaliiment possible est le PML (Promyelocytic Leukaemia) puisqu'il 
est associé à des sites de transcription et de réplication virales dans les étapes précoces d'une 
infection (Dundr and Misteli, 2001). Ils ont une taille d'environ 0.2-1.0 Ilm et leur nombre 
varie dépendamment du cycle cellulaire (Dundr and Misteli, 2001). Aussi, il est suggéré que 
les corps PML pourraient' agir comme site de stockage pour les protéines afin de créer un 
équilibre intra-nucléaire. Ce compartiment pourrait faire partie des autres structures 
auxquelles les protéines APH-3 et APH-4 sont associées. Ces protéines sont non seulement 
impliquées dans la régulation de la transcription et réplication rétrovirale, mais leur 
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expression doit être rigoureusement régulée puisque qu'elles inhibent la trans-activation par 
Tax. Cependant, des expériences de co-localisation en microscopie confocale ont démontré 
que HBZ ne co-localisait pas avec les PML (Hivin et al., 2005). De façon intéressante, la 
protéine CBP (Creb Binding Protein) est retrouvée dans les corps PML, une protéine qui 
interagit possiblement avec APH-3 et APH-4 afin de réguler l'inhibition de la trans-activation 
par Tax si l'on se base sur le mécanisme d'action de HBZ (Boisvert et al., 2001). 
4.1.3 Les protéines APH-3 et APH-4 sont aussi nucléolaires 
Il a été démontré que HBZ était non seulement nucléaire mais également nucléolaire 
alors que APH-2 est strictement nucléaire (Halin et al., 2009). Puisque nous avons démontré 
que APH-3 et APH-4 co-localisent de façon partielle avec HBZ, nous avons vérifié si elles 
pouvaient également se retrouver au niveau des nucléoles. Les cellules COS-7 ont été co­
transfectées avec une construction dsRed-nucléoline, une protéine spécifique au nucléole et 
avec les vecteurs d'expression de APH-3 ou APH-4. Les analyses par microscopie confocale 
nous ont pelmis de conclure que APH-3 et APH-4 sont localisées aux nucléoles. Cependant, 
tout comme avec la co-localisation avec HBZ, certaines cellules ne démontraient pas de co­
localisation, tandis que pour d'autres cellules, la co-localisation se faisait autour du nucléole. 
Une explication pour la variabilité du signal dans celiaines cellules pourrait se trouver dans le 
fait que ces protéines accomplissent elles aussi diverses fonctions. Enfin pour la deuxième 
observation où le signal apparaît autour du nucléole dans certaines cellules, il est possible que 
APH-3 et APH-4 soient associées à un compartiment sous-nucléolaire. Les nucléoles se 
séparent en trois compaliiments soit le « Fibrillar component» (FC), le « granulaI' 
component» (GC) et le « dense fibrillar center» (DFC) (Emmott and Hiscox, 2009). Des 
études de co-localisation utilisant des marqueurs spécifiques de ces compartiments pourraient 
s'avérer pertinentes. La nucléoline est un premier indice puisque cette protéine est associée 
au GC et au DFC (Dundr et al., 2000; Emmott et al., 2008). De plus, le cycle cellulaire peut 
avoir un impact sur la localisation de ces protéines; dépendamment de l'étape du cycle, les 
protéines peuvent se retrouver à des endroits différents. De façon intéressante, il a été 
démontré que HBZ avait une localisation nucléolaire plus spécifiquement associée à 
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l 'hétérochromatine qui est distribuée autour des nucléoles (Hivin et aL, 2005). Aussi, il a été 
mis de l'avant que les nucléoles ont un fort lien avec le compartiment d'hétérochromatine. Ce 
compartiment ne possède pas de membrane mais contient de l'hétérochromatine condensée 
(Emmott and Hiscox, 2009). Plusieurs protéines nucléolaires semblent être associées à 
l 'hétérochromatine telles que Polycomb et pKi-67 (Scholzen et aL, 2002). Tout comme 
APH-3 et APH-4, une minorité de cellules où HBZ n'était pas associée à l'hétérochromatine 
a déjà été observée (Hivin et aL, 2005). Ces structures restent toujours à être déterminées. Les 
structures autour des nucléoles auxquelles APH-3 et APH-4 sont associées pourraient 
potentiellement être également l'hétérochromatine, la structure périnucléolaire retrouvée en 
périphérie des nucléoles ou encore un des compartiments mentionnés précédemment. 
Il serait également intéressant de non seulement savoir où dans le nucléole APH-3 et 
APH-4 sont retrouvés, mais aussi de comprendre comment APH-3 et APH-4 procèdent pour 
se rendre à ce compartiment. Plusieurs NOS (nucleolar targeting signal) permettant aux 
protéines de se rendre aux nucléoles ont été identifiés au fil des années. Les protéines Rev et 
Tat chez Vlli et Rex chez HTLV-1 contiennent un NOS consensus et associé à leur NLS 
(Cochrane et aL, 1990; Dang and Lee, 1989; Hatanaka, 1990; Kubota et aL, 1989). 
Cependant, il a été démontré tout récemment que la protéine Rex chez BIV contient un NOS 
non consensus; ce NOS est indépendant de son NLS bipartite atypique (Gomez Corredor and 
Archambault, 2009). Celui-ci se situe entre les deux régions basiques représentant le NLS. 
Ainsi, il serait pertinent d'identifier si le signal de localisation nucléolaire (NOS) de APH-3 
et APH-4 est consensus ou s'il fait exception à la règle tout comme Rex chez BIV. 
Un point à retenir est que APH-3 et APH-4 pourraient se rendre à ce compartiment 
sous-nucléaire, ce qui ne serait pas dû à un NOS mais à des interactions avec les acides 
nucléiques. De plus, APH-3 et APH-4 contiennent un domaine de liaison à l'ADN (DBD). 
Cependant, la fonctionnalité de ce motif n'a pas encore été évaluée. Toutefois, le DBD chez 
HBZ ne lie pas l'ADN (Gaudray et aL, 2002). Nous supposons donc que cela en est de même 
pour APH-3 et APH-4, écartant la possibllité que ces protéines puissent se rendre aux 
nucléoles en se liant aux acides nucléiques. Enfin, APH-3 et APH-4 pourraient également se 
rendre aux nucléoles en interagissant avec d'autres protéines contenant un NOS. 
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4.1.4 APH-3 et APH-4 requièrent des NLS différents de HBZ 
Des mutants de délétion ont été générés afin d'identifier le signal de localisation 
nucléaire. En alignant les séquences protéiques de APH-3 et APH-4 avec HBZ, nous avons 
identifié les régions représentant le motif « leucine zipper» atypique, le domaine de liaison à 
l'ADN ainsi que leurs deux régions basiques. Il a été démontré que HBZ possède 3 NLS 
localisés dans les régions BR2, BRl ainsi que dans le domaine de liaison à l'ADN (Hivin et 
aL, 2005). Cependant, seulement 2 NLS sont nécessaires afin de donner la caractéristique 
nucléaire à HBZ (Hivin et aL, 2005). Il existe plusieurs types de NLS. Tout d'abord, il y a les 
NLS qui ressemblent à celui retrouvé chez l'antigène grand T de SY40. Ce NLS est 
représenté par une courte région d'acides aminés basiques (T-ag - PKKKRKy I32 ) (Jans et aL, 
2000). Il Y a également les NLS bipartites de type court ou de type long qui consistent en 2 
régions d'acides aminés basiques séparés par environ 8-16 ou 30-32 acides aminés 
respectivement (Jans et aL, 2000). De plus, il existe un autre type de NLS où les acides 
aminés polaires et chargés sont entrecoupés par des résidus non polaires comme par exemple 
Matex2 chez la levure (Jans et al., 2000). Enfin, il existe les NLS où une région basique est 
flanquée entre des prolines et les acides aspartiques (Jans et aL, 2000). Cependant, tout les 
NLS requièrent la reconnaissance de J'hétérodimère des importines ex et f31 (Jans et al., 
2000). Un point important à mentionner est qu'aucun NLS consensus n'a pu être prédit pour 
APH-3 et APH-4 par des analyses in silico. Cependant, une région où plusieurs acides aminés 
basiques tels que des arginines, des histidines et des lysines a été identifiée pour chacune des 
protéines (122 à149 pour APH-3 et 50 à 99 pour APH-4). 
Afin d'évaluer si APH-3 et APH-4 requièrent les même NLS que HBZ ou si la région 
basique identifiée par les analyses in silico représente le NLS, les constructions plasmidiques 
sauvages de APH-3 et APH-4 et leurs quatre mutants ont donc été transfectés dans les 
cellules COS-7. Leur localisation a été analysée par microscopie confocale et a démontré des 
résultats inattendus. Selon les observations, tous les mutants ont pu se rendre au noyau 
incluant les mutants où il n 'y avait ni les deux régions basiques ni le bZIP atypique. Ceci 
suggère que le ou les NLS de APH-3 et APH-4 diffère(nt) des trois NLS identifiés chez HBZ. 
Afin d'identifier les NLS essentiels pour la localisation nucléaire de APH-3 et APH-4, il 
serait pertinent de générer d'autres mutants de délétions. Un mutant de délétion intéressant à 
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analyser serait un où le domaine d'activation (toujours en comparant avec la séquence 
protéique de HBZ) situé à l'extrémité N-terminale est enlevé. Un autre mutant pourrait 
consister en une délétion de la partie C-terminale. De plus, il serait intéressant de faire 
différentes combinaisons de délétion de domaines. 
Lorsque leur(s) NLS sera(ont) identifiées), celui-ci ou ceux-ci pourra (pourront) être 
caractérisés, c'est-à-dire que les importines utilisées pour le transport de ces protéines au 
noyau pourraient être identifiées puisque plusieurs isoformes existent chez 1'humain. Ceci 
pourrait être accompli par la méthode de co-immunoprécipitation ou encore par la méthode 
dite «pull-down ». Cependant, si aucun NLS n'est identifié, il serait important d'évaluer si 
APH-3 et APH-4 se rendent au noyau non dû à un NLS mais en se liant à une autre protéine 
nucléaire. Cependant, ceci est peu probable, puisque APH-3 et APH-4 semblent agir conune 
des facteurs de transcription virale tout comme HBZ (Basbous et al., 2003). 
4.1.5 Évaluation d'un NES chez APH-3 
La protéine APH-3 semble être unique comparativement aux autres protéines antisens 
d'HTLV. En effet cette protéine est la seule à se retrouver non seulement au noyau mais 
également au cytoplasme. Les analyses in silico utilisant le site NetNES 1.1 server, 
« Analysis and prediction of leucine-rich nuclear export signaIs» (la Cour et al., 2004) n'ont 
pas identifié un motif NES (Nuclear Export Signa!) consensus riche en résidus hydrophobes 
et qui serait responsable de l'exportation de la protéine vers le cytoplasme. Cependant, 
plusieurs NES ne sont pas consensus, ce qui pourrait expliquer que le logiciel n'ait pu 
reconnaître un tel motif. Dans les protéines contenant un signal d'exportation nucléaire, 
l'exportation se fait par un mécanisme nécessitant la formation du complexe NES-exportine 
CRM1 (Chromosome Maintenance Region 1) (Fomerod et al., 1997). La leptomycine B, un 
inhibiteur de l'exportine CRM1, engendre un blocage de la formation de ce complexe et 
conséquemment l'exportation nucléaire. Afin d'identifier la présence d'un NES dans la 
séquence d'APH-3, un traitement à la leptomycine B pourrait être réalisé dans les cellules 
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exprimant la protéine APH-3. S'il n'y a plus de signal dans le cytoplasme des cellules ayant 
subi le traitement, un NES serait donc présent dans la séquence de APH-3. Ceci nous 
permettrait d'évaluer plus précisément la localisation de APH-3, c'est-à-dire de déterminer si 
cette protéine se situe en effet au cytoplasme ou si cette observation est une conséquence de 
la surexpression de la protéine. 
Finalement, les études de localisation amsl que de co-localisation peuvent nous 
éclairer sur le possible rôle de ces nouvelles protéines virales puisqu'aujourd'hui les 
fonctions des différents compartiments sont grandement étudiées (Dundr and Misteli, 2001). 
Ainsi, il est important d'évaluer la localisation de APH-3 et APH-4 afin de nous guider dans 
l'étude fonctionnelle de ces protéines. 
4.2 Étude fonctionnelle des protéines APH-3 et APH-4 
4.2.1 APH-3 et APH-4 activent la transcription dépendante de la 
famille Jun 
La transcription dépendante des facteurs de transcription de la famille Jun, tels que 
JunB, c-Jun et JunD, est modulée par HBZ. Cette protéine forme des hétérodimères avec 
cette famille via leur motif « leucine zipper». Afin d'analyser si les protéines APH-3 et 
APH-4 sont également impliquées dans cette régulation, nous avons transfecté les cellules 
293T avec une construction contenant le promoteur de collagénase (contenant un site AP-l 
reco1UlU par les facteurs de transcription de la famille Jun) cloné en amont du gène de 
luciférase, une des protéines Jun (soit JunB, c-Jun ou JunD), et APH-3 ou APH-4 (et HBZ 
corrune contrôle de l'expérience). Ces facteurs de transcription se lient au site AP-I sur le 
promoteur et stimulent la transcription, tel que mesurée par la production de luciférase. 
Lorsque les protéines APH-3 et APH-4 sont exprimées, l'activation de la transcription est 
considérablement augmentée. Nous avons également pu confirmer que ceci a lieu en 
l'absence de relocalisation de ces facteurs de transcription, contrairement à HBZ qui diminue 
la capacité trans-activattice dans le cas de JunB et c-Jun en relocalisant ceux-ci dans des 
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corps nucléaire inactifs (Clerc et al., 2009; Hivin et aL, 2007). Cependant, HBZ modifie la 
localisation de JunD dans les granules associés à HBZ et peut par la suite activer la 
transcription dépendante de JunD. Selon nos observations, APH-3 et APH-4 ne modifient pas 
la localisation de JunD. Ces protéines ont possiblement évolué un mécanisme différent de 
celui d'HEZ afin de moduler la transcliption. Il serait intéressant de regarder si les protéines 
APH-3 et APH-4 interagissent in vitro et in vivo avec les facteurs de transcription de la 
famille Jun. Pour ce faire, la technique du « pull-down» et des études de co­
irnrnunoprécipitation respectivement pourrait être réalisées. Aussi, afin de vérifier si APH-3 
et APH-4 augmentent l'activation de la transcription dépendante de lun à l'aide d'un 
domaine d'activation, les ADNc de APH-3 et APH-4 pourraient être clonés dans un vecteur 
contenant le domaine de liaison à l'ADN GAL4 de la levure (vecteur pBind). Ces 
constructions pourraient être co-transfectées avec un vecteur pG5luc (gène reporteur 
luciférase) contenant 5 sites de liaisons pour GAL4 en amont d'une boîte TATA. Cette 
expérience nous permettrait de déterminer si APH-3 et APH-4 possèdent un domaine 
d'activation. 
4.2.2 APH-3 et APH-4 contiennent un motif« bZIP-like» fonctionnel 
Comme mentionné dans la section « APH-3 et APH-4 requièrent des NLS différents 
de HBZ », des mutants de délétion ont été générés où chacun des domaines potentiels a été 
progressivement enlevé. Ces mutants ont été utilisés afin de caractériser les régions 
permettant à APH-3 et APH-4 d'accomplir leur régulation au niveau de la transcription. Pour 
ce faire, la même méthode que celle énoncée dans la section précédente a été utilisée, à 
l'exception que les mutants de délétions de APH-3 et APH-4 ont également été utilisés. Le 
facteur JunE n'a pas fait l'objet de cette étude puisque des résultats similaires à ceux pour c­
Jun étaient attendus. Lorsque le motif « leucine zipper» est absent, l'activation de la 
transcription dépendante de c-Jun et JunD est complètement abolie. Ces résultats n'étaient 
pas attendus puisque selon les analyses bioinformatiques utilisant le site « 2ZIP server », 
APH-3 et APH-4 ne contiennent pas de motif « leucine zipper» classique. De façon 
intéressante, la région entre les positions 109 et 150 inclusivement de APH-4 est capable de 
former un « coiled-coil » selon des analyses in silico « Paircoil » détectant des hélices alpha 
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(seuil 0,5 et le score de cette région était d'environ 0,7) (Berger et al., 1995). Lorsque la 
séquence en acides aminés de APH-4 est alignée avec celle d'HBZ, cette région représente en 
effet le motif « leucine zipper» de HBZ et le « leucine zipper-like» de APH-4. Le résultat 
obtenu pour APH-3 a été négatif lors de cette analyse. Comme mentionné dans la section 
«État de connaissances», APH-3 et APH-4 contiennent dans la région concernée une leucine 
à tout les 6-8 acides aminées, contrairement à l'heptade typique de ce type de motif. 
Cependant, des protéines dites bZIP atypiques ont déjà été mises en évidence telles que le 
facteur de transcription Zta chez EBV (Sche1cher et a1., 2007). 
Cette protéine codée par le gène BZLFl (connue sous le nom de ZEBRA) permet le 
changement de la phase latente à lytique lors d'une infection par EBV. Zta forme des dimères 
via son motif « leucine zipper» en se repliant en un « coiled-coil ». De façon intéressante, 
Zta ne contient pas d'heptade de leucine dans cette région. De plus, il a été démontré qu'un 
résidu hydrophobe doit être présent à tous les 4 résidus (position «a ») et ensuite 3 résidus 
(position «d ») de l'heptade ((abcdefg)n) (O'Shea et al., 1991). Ces résidus se retrouvent du 
même côté de l 'hélice lors du repliement. Aux positions «e » et « g » doit se retrouver des 
résidus chargés (O'Shea et a1., 1991). Cet arrangement permet au peptide de pouvoir former 
un «coiled-coil» (O'Shea et a1., 1991). Zta présente en effet des heptades de résidus 
hydrophobes lui permettant ainsi de former son dimère (Chang et al., 1990). Les auteurs de 
cette étude ont émis l 'hypothèse que cet événement était probablement survenu au cours de 
l'évolution permettant à cette protéine d'interagir avec d'autres protéines impliquées dans ce 
type infection (Chang et a1., 1990). De façon intéressante, il a été démontré par mutagénèse 
que la totalité des leucines situées dans le motif «leucine zipper» de c-fos et c-Jun n'était pas 
nécessaire afin que ceux-ci puissent aussi former un «coiled-coil» leur permettant de 
dimériser avec d'autres protéines (Ransone et a1., 1989). Ces études suggèrent donc que les 
heptades de leucines de 30 à 40 acides aminés en longueur ne semblent pas si indispensables 
que prétendu. 
Il existe une protéine homologue à Zta nommée K-bZIP du virus herpétique humain 
8. TI a toujours été suggéré que cette protéine possédait un motif « leucine zipper» atypique 
(d'où son nom) pouvant former un «coiled-coil » tout comme Zta puisque celle-ci démontre 
des fonctions similaires une par rapport à l'autre (Al Mehairi et a1., 2005). Cependant, Al 
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Mehairi et al. (2005) ont mis en évidence que K-bZlP se replie en un feuillet beta plutôt 
qu'une hélice a (malgré les prédictions bioinformatique) et qu'elle n'agit pas comme un bZIP 
(Al· Mehairi et aL, 2005). Cependant, la région où se situe le « leucine zipper» atypique 
permet à cette protéine de former des multimères (Al Mehairi et al., 2005). 
En prenant en considération ces informations, il devient donc pertinent de déterminer 
si la région suggérée du motif « leucine zipper» de APH-3 et APH-4 fait partie d'un bZIP 
fonctionnel ou, s'il s'agit d'une coïncidence et que cette région est nécessaire pour la fonction 
de ces protéines. Ainsi, la modulation de l'activation de la transcription Jun-dépendante par 
APH-3 et APH-4 ayant subi des mutations ponctuelles dans la région du « leucine zipper» 
pourrait être mesurée afin d'évaluer l'indispensabilité des résidus hydrophobes situés à des 
positions non habituels (heptade non respecté). De plus, afin de déterminer si APH-3 et APH­
4 possèdent un DBD, l'efficacité de la région basique située en N-terminal du « leucine 
zipper» pourrait être évaluée par un retard sur gel. Ces expériences valideraient la présence 
ou non d'un nouveau type de bZIP atypique. 
Aussi, il est important de mentionner que l'effet des mutants a également fait l'objet 
d'une analyse quant à la régulation de la trans-activation par Tax sur le LTR de HTLV-1. Les 
résultats suggèrent que le motif « leucine zipper» et le bZIP atypique de APH-3 ne sont pas 
essentiels pour inhiber la trans-activation médiée par Tax (voir annexe figure 1). Cependant, 
le mutant de délétion pour le motif « leucine zipper» de APH-4 semble moins efficace 
lorsqu'il s'agit d'inhiber la trans-activation, alors que le mutant bZIP de APH-4 inhibe autant 
que APH-4 sauvage (annexe figure 1). Ainsi, si le « leucine zipper» de APH-4 était vraiment 
essentiel, nous ne retrouverions pas cette inhibition rétablie avec le mutant bZIP, démontrée 
par un niveau d'activité luciférase bas. Ces observations ne concordent pas avec les résultats 
obtenus lors de l'étude transcriptionnelle Jun dépendante. Selon les résultats de cette étude 
préliminaire, il est probable que APH-3 et APH-4 régulent la transcription à l'aide de 
mécanismes différents de celui d'HBZ. Cependant, il est important de reproduire ces résultats 
avant toutes autres conclusions. 
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4.2.3. Modification post-traductionnelle de APH-3 
L'immunobuvardage de type western-blot a révélé un signal avec un poids 
moléculaire plus élevé que celui attendu pour la protéine APH-3. Généralement, un signal tel 
que celui mentionné suggère une modification post-traductionnelle. Une protéine SUMO 
(small ubiquitin-like modifiers) a une taille d'environ Il kDa. Lors d'analyses 
bioinformatiques utilisant le programme SUMOsp 2.0 web server, un résultat positif a été 
obtenu à la position 145 de la protéine APH-3 (KRQKKER). Ainsi, la séquence consensus 
d'un site sumoylé est caractérisée par aKxE où le «a» représente un résidu aliphatique et le 
« x » un résidu aléatoire (Melchior, 2000). Selon le programme utilisé, le site identifié chez 
APH-3 représenterait une séquence non consensus. De façon intéressante, il a été démontré 
que les modifications post-traductionnelles par SUMO sont impliquées dans le 
développement de maladies neurodégénératrices (Lieberman, 2004). De plus, Navascués et 
al. (2007) ont mis en évidence que SUMO-l est localisé dans un nouveau compartiment 
nucléaire nommé SNB (SUMO-l nuclear body) où se retrouve une grande quantité de c-Jun, 
p300 et CREB et qui se distingue des corps Cajal ainsi que des PML (Navascues et al., 2007). 
Aussi, la protéine SUMO 1 est reconnue pour moduler la fonction de plusieurs facteurs de 
transcription (Bailey and O"Rare, 2005). Pour ces raisons, il devient peltinent d'évaluer si 
APH-3 est en effet sumoylée. Cette prédiction pourrait être évaluée par la méthode de co­
immunoprécipitation utilisant des anticorps anti-SUMO. Toutefois, il est important de ne pas 
éliminer la possibilité d'un autre type de modification post-traductionnelle telle que 
l'ubiquitination. De plus, selon les observations faites en microscope, un agrégat est retrouvé 
adjacent au noyau. APH-3 pourrait être dégradé par la voie ubiquitine-protéasome. 
Cependant, cet agrégat est également présent chez les cellules exprimant APR-2 et APR-4. 
Cette modification pownit faire l'objet d'études en utilisant aussi la technique de co­
immunoprécipitation à l'aide d'anticorps anti-ubiquitine. 
97 
4.3 Conclusion 
Environ 5% des individus infectés par HTLV-1 développent l' ATLL ou le 
HAM/TSP. Le mécanisme menant à ces maladies est mal compris même si l'implication de 
la protéine trans-activatrice Tax a toujours été grandement étudiée. De récentes études ont 
démontré que Tax n'est pas toujours exprimée dans les cellules ATLL dû soit à des mutations 
dans sa séquence codante, l'élimination ou encore l'hyperméthylation du LTR 5'. Cependant, 
il a été démontré que la nouvelle protéine rétrovirale HBZ, traduite à partir d'un transcrit 
antisens naturel, était toujours présente dans les cellules cancéreuses. Lors de cette étude, les 
nouvelles protéines virales, APH-3 et APH-4 ont été mises en évidence chez les rétrovirus 
HTLV-3 et HTLV-4. Notre équipe a clairement démontré que ces protéines peuvent être 
impliquées dans la réplication rétrovirale à différents niveaux. Les protéines traduites à partir 
du brin antisens semblent donc être conservées chez la famille des rétrovirus puisque ce 
phénomène est présent chez HTLV-I, HTLV-2, HTLV-3, HTLV-4 mais aussi chez le Vlli. 
De plus, la transcription antisens a été caractérisée chez FIV et MLV. Jusqu'à récemment, les 
rétrovirologistes ignoraient que la régulation virale de cette famille était aussi rigoureuse et 
complexe. Aujourd'hui encore, aucun traitement ne s'est avéré efficace pour lutter contre une 
infection par HTLV. Finalement, les travaux réalisés durant ces deux années de maîtrise, 
portant sur la transcription antisens de certains rétrovirus ainsi que leur étude en général, 
ouvrent une nouvelle voie quant au mécanisme de la réplication rétrovirale visant à améliorer 
notre compréhension dans le domaine de la rétrovirologie. 
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Annexe
 
+ .. ++ ... + .... +++ ++Tax 
- +HBZ 
+ .. .... ... ...APH·3 
APH-4 
Annexe 1. Modulation de la trans-activation par Tax 1 selon les mutants de 
délétion APH-3 et APH-4. Les cellules 293T ont été co-transfectées avec soit le vecteur 
d'expression APH-3, APH-3!l157, APH-3!l142, APH-3!l122, APH-3!l89, APH-4, APH­
4!l103, APH-4!l97, APH-4!l68 ou APH-4!l36, le promoteur de collagénase en amont du 
gène de luciférase, le vecteur d'expression de Tax 1 et le vecteur pRcActin-lacZ afin de 
normaliser les résultats. Les cellules ont été lysées et l'activité de luciférase a été mesurée et 
48 heures post-transfection. Les résultats ont été normalisés par la beta-galactosidase (+/­
S.D). Cette figure est une représentation de 3 expériences indépendantes. 
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